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EINE INTERFERENZFILTER-MONOCHROMATORANLAGE 
FUR PHOTOBIOLOGISCHE ZWECKE 


Von 
H. Mo und G. SCHOSER 


Mit 9 Textabbildungen 
(Eingegangen am 19. Dezember 1958) 


1. Einleitung 

Die gegenwärtigen Fortschritte im Bereich der Photobiologie hängen 
mit physikalisch-technischen Verbesserungen hinsichtlich der Strahlungs- 
erzeugung und Strahlungsmessung sowie mit wichtigen Verbesserungen 
der Versuchsanstellung selber zusammen. In dieser Arbeit interessiert 
uns die physikalisch-technische Seite. Diese Veröffentlichung stellt zu- 
gleich die Arbeitsweise spezieller Untersuchungen dar, über die schon 
kurz berichtet worden ist oder über die später unter kurzem Hinweis 
auf diesen „methodischen Teil‘ berichtet werden soll. 

Es hat sich in den vergangenen Jahren gezeigt, daß schon für halb- 
quantitative Arbeiten genau definierte und konstante Strahlungsquellen 
verwendet werden müssen und daß für korrekte, quantitative photo- 
biologische Untersuchungen, z.B. im Zusammenhang mit der Auf- 
stellung von Wirkungsspektren, weitgehend monochromatische Strah- 
lung (definiert nach Wellenlänge und Intensität) erforderlich ist. Es 
werden oft gleichzeitig relativ hohe Intensität und hohe spektrale 
Reinheit der Strahlung benötigt. Ferner ist es meist notwendig, daß 
eine relativ große Fläche homogen bestrahlt wird. 

Praktisch werden heute nur zwei Wege beschritten, um mono- 
chromatische Strahlung für biologische Zwecke herzustellen: Prismen- 
bzw. Gitterspektrographen und Interferenzfiltermonochromatorsysteme. 
Hochleistungsspektrographen (mit Kohlebogen als Strahlungsquelle) 
sind während des vergangenen Jahrzehnts in die Photobiologie einge- 
führt worden (PARKER u. Mitarb. 1946, Monk und EHRET 1956). 
Die Eigenschaften der Spektrographen und ihre Anwendungsmöglich- 
keiten in der Photobiologie werden auch bei WITHROwW und WITHROW 
(1956) diskutiert. Die großen Erfolge, die durch die Beltsville-Gruppe 
mit Hilfe ihres Spektrographen erzielt wurden, sind weithin bekannt- 
geworden (vgl. z.B. die Zusammenfassungen bei BORTHWICK und 
Henpricks 1959 oder Monr 1959). Ein in jeder Hinsicht ideales In- 
strument ist der Spektrograph jedoch auch nicht, obwohl Monk und 
EHRET eine hervorragende Anlage geschaffen haben. 
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Besonders fiir den Biologen zuweilen recht unangenehme Eigenschaften des 
Spektrographen sind z.B.: Inhomogene Dispersion (Prismenspektrograph), 
„Streulicht‘‘ der nicht erwünschten Ordnungen (Gitterspektrograph), das mit zu- 
sätzlichen Filtersystemen eliminiert werden muß, inhomogene Intensitätsver 
entlang des Spektrums, Inkonstanz der Emission des Kohlebogens, häufiger 
Kohlenwechsel. Man kann die Emission des Kohlebogens nicht erheblich variieren. 
Verändert man die Intensität der Strahlung — bevor sie in das dispergierende 
System eintritt — durch Neutralfilter, so variiert man stets die Intensität an allen 
Stellen des Spektrums. Will man die Intensität an einer bestimmten Stelle des 
Spektrums ändern, so kann man dies nur durch Neutralfilter tun. Es fehlt also die 
Möglichkeit, die Intensität gleitend zu variieren. Als einen Nachteil des Spektro- 
graphen beim Gebrauch durch den Biologen kann man auch die Tatsache ansehen, 
daß das optische System nicht einfach zu justieren und zu eichen ist. Außerdem 
sind gute und ausreichend große Gitter und Prismen sehr teuer. Ein großer Vor- 
teil ist, daß man gleichzeitig bei hoher Auflösungskraft mit dem gesamten Spek- 
trum, das das Instrument liefert, arbeiten kann. Die adäquate Eliminierung des 
Streulichts ist dabei allerdings ein großes Problem. 

Die Entwicklung der Interferenzfilter gab dem Biologen die Möglich- 
keit, einen relativ einfachen Monochromatortyp zu bauen, der für bio- 
logische Zwecke besonders geeignet ist. Eine einfache Anlage dieser Art, 
die nur zur Erzeugung geringer Strahlungsintensitäten bestimmt war, 
hat z. B. Monk (1956a, b) verwendet. WITHROW (1957) hat ein sehr viel 
leistungstähigeres System konstruiert und mit Erfolg für photobiologi- 
sche Experimente eingesetzt (WIıTHRow u. Mitarb. 1957). Wir haben 
eine ähnlich leistungsfähige Anlage fertiggestellt und seit einiger Zeit in 
Betrieb (MoHr 1958, Moxr und LÜNENScHLoss 1958). 

Das Interferenzfilter-Monochromatorsystem hat gewichtige Vorteile. So 
werden z. B. die einzelnen Wellenlängen gänzlich unabhängig voneinander erzeugt, 
und die Intensität jeder Wellenlänge kann für sich kontinuierlich variiert werden. 
Bei Verwendung adäquater Strahlungsquellen kommt, bezogen auf die gleiche 
Intensität (z. B. bei A=500 mu), das Interferenzfiltersystem an Auflösungskraft 
dem Spektrographen nahe. Man muß ja auch beachten, daß für biologische Ex- 
perimente meist eine größere Fläche mit demselben Wellenlängenbereich bestrahlt 
sein soll. Auch dies kann (neben dem Bedarf an Intensität) dazu führen, daß die 
Spaltbreite am Spektrographen ziemlich groß gehalten werden muß. Gewichtige 
Nachteile des Interferenzfiltersystems sind z. B., daß man zur selben Zeit nur mit 
wenigen Wellenlängen arbeiten kann und daß die Eliminierung der ,,Hintergrund- 
Strahlung‘, besonders bei Verwendung von einfachen Interferenzfiltern, große 
Schwierigkeiten macht. 





2. Interferenzfilter 
Wir verwenden im allgemeinen Interferenz-Linienfilter, die uns vom 
Glaswerk Schott und Gen., Mainz, geliefert werden. Diese Interferenzfilter 
haben einen Durchmesser von 50 mm und sind vom Fabry-Pérot-Typ 
(Transmissions-Interferenzfilter, hergestellt in 2. Interferenz-Ordnung). 
‘Interferenzfilter sind von GEFFCKEN (1948) erstmals beschrieben worden. 
Seitdem haben sie eine weite Verbreitung gefunden und große Bedeutung erlangt. 


Es liegen verschiedene ausführliche Besprechungen (TuRNER 1950, GREENLAND 
1952, Wrrarow und WITHRow 1956) und einschlägige Broschüren der Hersteller vor 
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(z. B. Schott und Gen. 1957, dort weitere Literatur). Es sollen deshalb iiber die 
Interferenzfilter als solche nur einige knappe Angaben gemacht werden, zumal wir 
auf die Qualität der Filter keinen Einfluß haben. Wir sind hinsichtlich der Filter, 
auch hinsichtlich ihrer optischen Charakteristik, ganz auf die Hersteller angewiesen. 
Zur Zeit arbeiten wir mit einer größeren Anzahl von Linienfiltern zwischen 400 und 
800 my (Tabelle). 


Tabelle. Die charakteristischen Daten der von uns zur Zeit verwendeten 
einfachen Inierferenz-Linienfilter für senkrechten Lichteinfall 











AMax (My) Tax (%) HW (mu) AMax (Mu) TMax (%) HW (mu) 
402 35 12 589 46 10 
412 45 9 613 50 13 
420 30 8 629 46 13 
427 40 14 640 43 13 
440 37 11 649 37 10 
447 40 9 659 49 16 
454 49 13 660 40 10 
458 45 15 670 44 11 
469 36 9 679 42 13 
478 33 11 689 39 14 
485 45 12 706 30 12 
488 39 10 714 59 16 
498 45 13 719 38 16 
509 38 10 728 31 12 
528 +4 14 745 43 13 
554 42 10 749 45 14 
568 48 13 800 40 10 














(Nach den Angaben von Schott und Gen., Mainz). Es bedeuten: A,,, Wellenlänge 
der maximalen Durchlässigkeit. 7, prozentuale Durchlässigkeit im Maximum 
(also bei Ay). HW Halbwertsbreite = Breite der Filterkurve bei 7'y,,/o. 
ZW Zehntelwertsbreite = Breite der Filterkurve bei 7'y,;/;9. (HW = ZW/3). 


Die Interferenz-Linienfilter vom Fabry-Perot-Typ bestehen aus zwei teilweise 
durchlässigen Silberschichten (auf Glas), zwischen denen sich eine äußerst dünne 
Lage eines durchsichtigen Nichtmetalls (Dielektrikum) befindet. Die Lage der 
Durchlaßstellen der Filter hängt von der optischen Dicke dieser Schicht ab. Es gilt 
für senkrechten Lichteinfall: 

n° An.ora. =2 (d ann K), 
wobei n Ordnung der betreffenden Interferenz, /, 9,4, Wellenlänge des Maxi- 
mums n. Ordnung, d optische Dicke des Nichtmetalls, K additiver, praktisch 
für einen großen Wellenlängenbereich konstanter Term, der sich aus der Theorie der 
Metallreflexion berechnen läßt und sich formal wie eine scheinbare Schichtdicken- 
vergrößerung auswirkt. Da die 2. Interferenzordnung benützt wird, so muß die 
Strahlung der anderen Ordnungen (,,Nebenmaxima‘‘) durch zusätzliche Farbgläser 
eliminiert werden. Entsprechende Farbgläser werden von den Herstellern bereits 
angebracht (auf Wunsch auch für den Bereich der 1. Interferenzordnung). Nach den 
brieflichen Mitteilungen von Schott und Gen. wird dadurch bei den einfachen Inter- 
ferenz-Linienfiltern erreicht, daß nach den kürzeren Wellenlängen hin die Durch- 
lässigkeit im Abstand von etwa 50 mu von AMax nur noch !/;ooo von 7'Max beträgt. 
An den Stellen der kurzwelligen Nebenmaxima beträgt die Durchlässigkeit nicht 
mehr als !/,o00%.  .n Wellenlängenbereich oberhalb 7’'max beträgt die Durchlässigkeit 


1* 
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im Abstand von 100 my von AMax etwa 4/19) von T'Max. An der Stelle des lang- 
welligen „Nebenmaximums‘‘ beträgt die Durchlässigkeit auf keinen Fall mehr als 
1/29 von TMax- Zusätzlich dazu ist unser optisches System so gebaut (vgl. unten), 
daß auf die Interferenzfilter nur Strahlung von A< 900 my trifft. Die 1. Inter- 
ferenzordnung spielt deshalb als ,, Hintergrund-Erzeuger‘‘ bei den von uns zur Zeit 
verwendeten Filtern praktisch keine Rolle. Die typische Durchlaßkurve eines ein- 
fachen Interferenz-Linienfilters zeigt Abb. 1. 

Ein schwieriges Problem ist die ‚filterfremde‘“ Reststrahlung 
(„Hintergrund“). Die Interferenzfilter lassen eben nicht nur Strahlung 
an den Stellen der Interferenz- 
maxima durch, sondern — in gerin- 
gen Quantitäten allerdings — über 
den gesamten Spektralbereich hin- 
weg (,Hintergrund“). Die Durch- 
lässigkeit für den „Hintergrund“ 
wird durch die Dicke der Silber- 
schicht bestimmt. Je dünner die 
Filme, um so höher sind die Gipfel- 
Transmission (7'y,x) und der ,,Hin- 
tergrund“. Die spektrale Reinheit 
kann, allerdings auf Kosten der 
durchgelassenen Intensität, durch 
die Verwendung von Doppel-Linien- 


“Ce 





my 
A— 


Abb. 1. Typische Durchlaßkurve eines ein- 





fachen Interferenz-Linienfilters für senk- 
rechten Lichteinfall. Durch Kombination 
mit einem geeigneten Farbglas wird der 
unerwünschte kurzwellige Durchlaßbereich 
(gestrichelte Kurve) praktisch abgeschnit- 
ten (ausgezogene Kurve). Abszisse: Wel- 
lenlänge À im linearen Maßstab; Ordinate: 
Durchlässigkeit 7 (in %). Der Ordinaten- 
maßstab ist doppellogarithmisch gedehnt. 
(Nach Schott und Gen., Mainz 1957) 


filtern (anstelle der einfachen!) sehr 
stark erhöht werden (vgl.z. B. Schott 
und Gen. 1957 oder WITHROW 1957). 
Bisher haben wir nur einfache 
Linienfilter verwendet, da uns an 
möglichst hohen Intensitäten gelegen 
war. 


Entsprechend geringere An- 

sprüche konnten wir an die Mono- 
chromasie stellen. Allgemein haben wir bei der spektroskopischen Prüfung 
der uns gelieferten Filter festgestellt, daß der Hintergrund auf der kurz- 
welligen Seite von Ayax durch Farbgläser praktisch total abgeschirmt ist, 
nicht aber auf der langwelligen Seite der’benutzten Durchlaßstelle. Dies 
entspricht auch den Angaben der Hersteller (vgl. Abb. 1). Unsere Mes- 
sungen über die Quantität des ,,Hintergrunds“‘ stehen ebenfalls meist im 
Einklang mit den Angaben der Hersteller. Man kann versuchen, den 
längerwelligen ‚Hintergrund‘ der Blaufilter durch blaue Farbgläser 
weiter zu reduzieren. Dies bleibt jedoch unbefriedigend und läßt sich 
nicht ohne beträchtliche Intensitätsverluste für das Blaulicht selber 
durchführen. Ist man bei bestimmten Arbeiten auf sehr hohe spektrale 
Reinheit angewiesen, so wendet man wohl am besten Doppellinienfilter 
an. Ein Nachteil der zur Zeit zur Verfügung stehenden Interferenzfilter 








Eine Interferenzfilter-Monochromatoranlage fiir photobiologische Zwecke 5 


ist, daß sie noch uneinheitlich in ihren Eigenschaften sind. So sind die 
_ Gipfel-Durchlassigkeit (T’y.x) und damit der „Hintergrund“ von Filter 

zu Filter verschieden (vgl. Tabelle), ebenso die Halbwertsbreite (HW). 
Wir haben mit Spektroskop und Spektrograph festgestellt, daß z. B. 
die Filter des Blaubereiches hinsichtlich der Intensität ihres länger- 
welligen ,,Hintergrunds“ beträchtliche Schwankungen zeigen. Man muß 
sich also stete fragen, wenn man die mit verschiedenen Filtern gewon- 
nenen physiologischen Resultate miteinander vergleicht (z. B. bei der 
Aufstellung eines Wirkungsspektrums), ob kleine Differenzen real sind 
oder ob sie auf der 
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tische Achse des telezen- 
’ Abb. 2. Die Durchlaßkurven der zur Zeit von uns ver- 
trischen Strahlengangs wendeten Interferenz-Breitbandfilter (Vielschichtfilter) 


geneigt, so verschiebt frire Lichtin Ty Fler Re 
sich Ayax nach kürzeren Balzers, Liechtenstein) 
Wellenlängen. Außer- 
dem ergibt sich eine Verbreiterung und Erniedrigung der Durchlässig- 
keitskurve. Gleichzeitig tritt eine Aufspaltung in zwei senkrecht zu- 
einander polarisierte Durchlaßbanden ein. Obgleich bei den neuen, von 
uns ausschließlich verwendeten Schottschen Filtern die charakteristische 
Filterkurve erst bei stärkerer Neigung eine erhebliche Veränderung 
erfahren soll (vgl. Schott und Gen. 1957), so achten wir doch genauestens 
darauf, daß die Filter senkrecht auf der optischen Achse stehen und 
daß die auf die Filter fallende Strahlung weitgehend parallel ist. 
Wollen wir breite Spektralbereiche mit hoher Intensität isolieren, 
so verwenden wir Interferenz-Breitbandfilter (von Gerätebau Balzers, 
Abb. 2). Es handelt sich um Vielschichtfilter (Multilayer interference 
filter), die mit Farbgläsern kombiniert sind (vgl. z. B. einschlägige 
Broschüren von Gerätebau-Anstalt, Balzers, Liechtenstein). 


3. Übersicht über die Anlage 
Es bestand die Notwendigkeit, mit monochromatischer Strahlung 
relativ hoher Intensität in Kammern mit konstanter Temperatur zu 
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arbeiten. Unsere Absicht war, die monochromatische Strahlung auBer- 
halb der Kammern zu erzeugen, so daß die mit der Herstellung mono- 
chromatischer Strahlung verbundene Wärmeentwicklung nicht in den 
Kammern stattfinden würde (Vermeidung von Wärmeherden). Wie das 
Problem gelöst wurde, zeigt Abb. 3. Wir benützen 2 Kammern mit 
regulierbarer Temperatur. Die kleine Kammer 2 ist zwischen 0 und 
40° C, die größere Kammer 1 ist zwischen 10 und 35° C zu gebrauchen. 
Jede Kammer besitzt eine eigene Heiz- und Kühleinrichtung (Kontakt- 
thermometer). 

Da die Anlage für die Bestrahlung von Systemen konstruiert wurde, die hin- 
sichtlich ihrer Luftfeuchtigkeit abgeschlossen sind — z. B. mit Glasdeckeln ab- 
gedeckte Petrischalen kon- 
stanter innerer Luftfeuchtig- 
keit —, so ist eine Regulierung 
der Luftfeuchtigkeit in den 
7 Kammern bisher nicht ein- 
man gebaut. Fiir die Gerate in den 

| Kammern ist eine relativ 
niedrige und konstante Luft- 
feuchtigkeit günstig. Diese 
Bedingung ist meist gegeben. 








[2] 


















































Kammer Temperatur und Luftfeuch- 
= me tigkeit in beiden Kammern 
= 4 werden laufend registriert 
sm (Thermo-H ygrograph). 
Abb. 3. Schematische Anordnung der wichtigsten Teile Diemonochromatische 


der Anlage in Aufsicht (vgl. Text). Die Innenwände = 

der Kammern (Dunkelkammern) sind matt schwarz Strahlung wird von Ap- 
(Streulichtabsorption). Auch in den Vorraum gelangt . a «+ 
kein Tageslicht. 1 Projektoren; 2 Netzregler; 3 Be- paraten geliefert, die im 
strahlungskästen; 4 Temperaturregulation; 5 Maschi- Prinzip mit Spezialobjek- 
nen und Steuersystem für die Temperaturregulation; 


6 Abzugsystem zur Entfernung der Warmluft tiven langer Brennweite 
aus dem Bereich der Projektoren; 7 Vorraum ausgestattete Projektoren 
vom Typ Prado 500 (Leitz, 


Wetzlar) sind. Die Projektoren sind in dem lichtdichten Vorraum 
außerhalb der Kammern montiert. Ihre Objektive ragen durch die 
durchbohrte Wand in die Kammern hinein (Abdichtung mit Glas- 
wolle). Die Temperaturkonstanz der Kammern wird durch diese 
Anordnung nicht beeinflußt. Die große Kammer ist mit 4, die kleine 
mit 2 Projektoren ausgestattet. Ihre Anordnung und Justierung ist 
stets dieselbe. Die folgende Besprechung einer Projektoreinheit gilt 
deshalb für alle. 


Als unmittelbare Stromquelle für die ganze Anlage dient ein weitgehend 
last- und frequenzunabhängiger Netzregler (Ruhstrat, Göttingen; Einphasen- 
Netzregler Voltastat H mit elektrohydraulischem Relais, Type NS, 6000 W, zu- 
lässige Netzspannungsschwankungen: +15%, —20%, Regelzeit von maximaler 
Spannungsabweichung bis zum Sollwert etwa 1,5 sec, automatische Rückstell- 
vorrichtung). 
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4. Übersieht über Optik und Strahlengang 
Abb. 4 zeigt einen Längsschnitt durch unser optisches System, dessen 
Einzelteile leicht auswechselbar sind. Die optischen Verhältnisse sind 
weitgehend durch die von uns aufgrund unserer Ansprüche ausgesuchte 
Konstruktion des Prado 500 gegeben. Da wir an der prinzipiellen Kon- 
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Abb. 4. Längsschnitt durch das optische System einer Projektoreinheit und durch den 
dazugehôrigen Bestrahlungskasten. (Unter Verwendung einer maBstäblichen Zeichnung 
von Leitz, Wetzlar). Es bedeuten: 1 Hohlspiegelreflektor; 2 Projektionslampe (500 bzw. 
750 W, 110 V); 3 Asphärische Kondensorlinse; 4 Infrarotabsorptionsfilter (5,5 mm KG 1); 
5 Sphärische Kondensorlinse; 6 Diahalter (für Blende und Neutralgläser); 7 Inter- 
ferenzfilter-Halter mit Interferenzfilter; 8 Objektiv; 9 Objektivlinsensystem (entlang 
der optischen Achse verschiebbar, im eingefahrenen Zustand gezeichnet); 10 Spiegel- 
halter mit Oberflächenspiegel; 11 Schutzhülle (schwarzes Blech); 12 Bestrahlungskasten 
(aus Stahlblech, mit Tür); 13 Marmorplatte; 14 Tisch; 15 Benützter Anteil der aus- 
geleuchteten Fläche; 16 Kühlgebläse (die kleinen Pfeile geben die Strömungsrichtung 
der Luft an); 17 Justierschrauben; 18 Wand der Klimakammer (mit Isolierschicht); 
19 Trägertisch für Projektor 








struktion des Projektorsystems nichts geändert haben, so brauchen 
optische Details nicht näher besprochen zu werden (vgl. z. B. die ein- 
schlägigen Broschüren von Leitz, Wetzlar). Das wesentliche Problem 
für uns war, die für die Erzeugung der monochromatischen Strahlung 
notwendigen Zutaten möglichst sinnvoll in dem gegebenen optischen 
System unterzubringen. Dabei waren Kompromisse nicht zu umgehen. 

Als Strahlungsquellen haben wir bisher nur Schmalfilmlampen ver- 
wendet (Typ Osram 588880 E, 110 V, 500 W bzw. 588980 E, 110 V, 
750 W). Die Lampen laufen bei Vollast bei der höchsten für den Wolfram- 
Glühfaden zulässigen Temperatur (etwa 3000° C). Die mittlere Lebens- 





& H. Mour und G. SCHOSER: 


dauer ist entsprechend kurz (25 Std bei 110 V). Werden die Lampen 
mit Unterspannung betrieben — was bei uns meist geschieht —, so 
wird die mittlere Lebensdauer stark erhöht. Die Gesamtemission der 
Lampen nimmt mit der Brennzeit ab (‚Alterung‘). Bei den Lampen 
jedoch, die wir daraufhin gemessen haben, war diese Abnahme (inner- 
halb des von uns geprüften Zeitraums!) nur geringfügig. So fanden wir 
z. B. während 12 Std Brenndauer bei 109 V keine signifikante Änderung 
der Emission. Die 110 V-Lampen haben gegenüber 220 V-Lampen 
große Vorteile, z.B. kleinere Abmessung des Glühkörpers (Wendel- 
system) und entsprechend 
höhere Strahlungsdichte 
der Glühkörper, längere 
Lebensdauer infolge der 
erhöhten mechanischen 
Festigkeit. Das Wendel- 
system liegt in 2 Ebenen, 
was die Homogenität der 
Emission des Glühkörpers 
erhöht. 

a— bid Der Netzregler liefert 


Abb. 5. Die Durchlaßkurve des von uns verwendeten 220 V. Zwischen ihm und 

Infrarotabsorptionsfilters (Schott Wärmeschutzglas : D 

KG 1, 5,5mm stark, unbelegt). Nach Angaben von der Lampe liegt em Regu Wf 
Leitz, Wetzlar liertransformator (Leitz, 


Wetzlar, 220/110 V, 500 
bzw. 1000 W). Mit Hilfe dieses Transformators läßt sich die Spannung 
an der Lampe leicht und genau zwischen etwa 90 und 110 V variieren, 
was für die Feineinstellung der Intensität wichtig ist. 

Wir besprechen nun kurz die einzelnen Teile der optischen Ein- 
richtung. Das asphärische zweilinsige Kondensorsystem (Glaslinsen) mit 
Reflektor (Hohlspiegel) gestattet bei adäquater Justierung eine sehr 
gute Ausnutzung der Strahlungsemission des Glühkörpers. Der Re- 
flektor bildet das Lampenwendelsystem in der Wendelebene ab und 
ermöglicht dadurch die Verwendung eines beträchtlichen Teils der nach 
hinten abgestrahlten Energie. Das Kondensorsystem ist auf das Ob- 
jektiv abgestimmt. Alle Kondensor- und Objektivlinsen sind ober- 
flächenvergütet (Antireflexbelag). Das Infrarotabsorptionsfilter (5,5 mm 
KG1 von Schott und Gen.), das zwischen den beiden Linsen des Konden- 
sorsystems angebracht ist, absorbiert praktisch alle Strahlung oberhalb 
900 mu (Abb. 5), so daß auf die Interferenzfilter nur Strahlung der 
Wellenlängen <900 my trifft. In der Konstruktion sind 2 Infrarot- 
absorptionsfilter (2X5,5 mm KG 1) vorgesehen. Im allgemeinen ver- 
wenden wir jedoch nur 1 Filter. Die Lochblenden sind auswechselbar 
und haben 14, 28 oder 42 mm Durchmesser. Sie stehen an der Stelle, 
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die im normalen Projektor das Dia einnimmt. Welche Blende verwendet 
_ wird, hängt von den Anforderungen hinsichtlich der Intensität und der 
homogenen Ausleuchtung ab. Die auf das Interferenzfilter fallende 
Strahlung ist befriedigend parallel. (Wegen der maximal möglichen 
Abweichung von der optischen Achse vgl. unten). Der Interferenzfilter- 
Halter (und damit das Interferenzfilter!) steht senkrecht auf der opti- 
schen Achse. Der Interferenzfilter-Halter (angefertigt nach unseren An- 
gaben von Strebel, Tübingen) hat eine kreisförmige Öffnung von 45 mm 
Durchmesser. Verwendet wird ein Spezialobjektiv langer Brennweite 
(Typ Epis, f=40 cm, 1:4). Das Objektivlinsensystem ist in der Richtung 
der optischen Achse etwas beweglich. Es wird im allgemeinen in der total 
ausgefahrenen Stellung verwendet, wobei die aus ihm austretenden Strah- 
len minimale Divergenz zeigen. Das Innere des Objektiv-Rohrs ist matt 
geschwärzt. Dies führt dazu (bei Beachtung der räumlichen Verhältnisse 
zwischen Interferenzfilter-Halter und Objektivlinsen), daß Streulicht, das 
unter einem Winkel größer als 11° (bezogen auf die optische Achse) durch 
das Interferenzfilter tritt, praktisch nicht zu den Objektivlinsen gelangen 
kann. Eine Abweichung von 11° aber bringt noch keine erhebliche Ände- 
rung der charakteristischen Daten der Filter mit sich (vgl. Schott und Gen. 
1957). Wir arbeiten mit der aus dem Objektiv austretenden Strahlung in 
einem bestimmten Abstand vom Objektiv (vgl. Abb. 4) in der Ebene senk- 
recht zur optischen Achse. Da es meist notwendig ist, vertikal einfallende 
Strahlung zur Verfügung zu haben, so wird die Strahlung durch einen 
Präzisions-Oberflächenspiegel (Aluminium mit Quarzschutzschicht, 
Heraeus, Hanau), der um 45° gegen die optische Achse geneigt ist, nach 
unten in einen Kasten aus schwarzem Stahlblech reflektiert (durch eine 
Öffnung von 10cm Durchmesser). In diesem Kasten ist ein Kreis 
ausgeleuchtet, dessen Größe etwas von der verwendeten Blende ab- 
hängt. Im allgemeinen benutzen wir für unsere Experimente nur einen 
kleinen Kreis vom Durchmesser 50 mm im Zentrum des ausgeleuchteten 
Kreises. Wir arbeiten gezwungenermaßen außerhalb der Bildebene (Ab- 
bildung der Lochblende). Für uns ist zur Zeit eine möglichst große Kon- 
zentrierung der Strahlung vordringlich, die wir, falls wir überhaupt das 
Prado-Prinzip mit Epis 40 verwenden wollen, am ehesten durch die 
angegebene Anordnung erreichen. Der von uns benützte Kreis (Durch- 
messer 50 mm) ist befriedigend homogen ausgeleuchtet. Bei richtiger 
Justierung und großer Lochblende sind innerhalb dieses Kreises die von 
uns festgestellten Abweichungen der Intensität vom Mittelwert nicht 
größer als 7% (Ausmessung mit einer fensterlosen Kleinflächen-Thermo- 
säule von Lange, Berlin, deren Empfängerfläche so hoch liegt, daß bei 
den auftretenden Winkeln kein starker ,,Cosinus-Fehler“‘ vorhanden sein 
kann). Die Ausleuchtung der ganzen beleuchteten Fläche ist freilich 
nicht so homogen wie etwa in der Bildebene, sondern zwischen Zentrum 
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und Rand der beleuchteten Fläche beobachtet man einen beträchtlichen 
Intensitätsabfall. Dies hat aber gerade den von uns gewünschten Effekt, 
daß nämlich die Intensität innerhalb des von uns verwendeten, nahezu 
homogen ausgeleuchteten inneren Kreises von 50 mm Durchmesser be- 
sonders hoch ist. 

Mit einer 750 W-Lampe, die bei 110 V brennt, messen wir in diesem 
inneren Kreis 85000 Lux (,‚Luxmeter‘‘ von Lange, Berlin). Befindet 
sich das Interferenz-Linienfilter Ayax = 412 mu (z. Z. die kürzeste von 
uns benützte Linie) im Strahlengang, so messen wir eine Intensität von 
1500 erg/em? - sec (vgl. Abschnitt 6). Bei den längeren Wellenlängen 
(Amax > 412 mu) erzielen wir erheblich bzw. sehr viel höhere Intensitäten 
(z. B. mit dem Filter Ayax = 613 mu: 14000 erg/cm? - sec). 


5. Einige Details (vgl. Abb. 4) 


a) Der Oberflächenspiegel, der die horizontal einfallende Strahlung vertikal 
nach unten reflektiert, wird von einem Spiegelhalter getragen, der um eine hori- 
zontale Achse senkrecht zum Strahlengang beweglich ist. Dies ist für die Fein- 
justierung von Bedeutung. Die Stahlkästen, in die hinein die Strahlung reflektiert 
wird, sind auf Marmorplatten befestigt. Diese wirken infolge ihres geringen Aus- 
dehnungskoeffizienten Verbiegungen des Metalls bei raschem Temperaturwechsel 
entgegen. Andererseits stabilisieren sie infolge ihrer Schwere die Position der 
Kästen. Die Marmorplatten sitzen auf kleinen Metallfüßen und sind auf dem Tisch 
frei beweglich. Die Oberfläche der Marmorplatten ist horizontal. Auch der Spiegel- 
halter ist in der Marmorplatte verankert. 

b) Der Interferenzfilterhalter ist gegen das Objektiv im Objektivhalter ver- 
schraubt. Seine kreisföormige Öffnurg hat 45mm Durchmesser. Gegen diese 
Öffnung werden die Interferenzfilter (50 mm Durchmesser) durch zwei mit schwa- 
chen Zugfedern versehene Halter gedrückt. 

c) In dem geschwärzten Diahalter befindet sich anstelle des Diapositivs die 
jeweils gewünschte Blende. Neben der Blende können in den Diahalter ein oder 
zwei „Neutralgläser‘‘ (von Schott und Gen., Mainz) eingesetzt werden. Diese 
„Neutralgläser‘‘ (verwendet werden zur Zeit die Gläser NG 3, 4, 5, 9, 11; 1 bzw. 
2 mm dick, Format 5x 5 cm) dienen der Grobregulierung der Strahlungsintensität. 
Sie werden durch einen Luftstrom gekühlt. 

d) Die Umgebung der brennenden Lampe (also der Bereich des Kondensor- 
systems) erhitzt sich sehr stark. Diese Wärme muß abgeführt werden. In den 
Projektor ist hierfür ein sehr wirksames Kühlgebläse eingebaut: Durch einen 
Ventilator wird Luft angesaugt, die die wichtigen optischen Teile umströmt (kurze 
Pfeile in Abb.4). Auch das Interferenzfilter wird angeblasen. Das Kühlsystem 
bewirkt (bei Bedarf unterstützt von einem beweglichen Ventilator, der das Projek- 
torgehäuse von außen kühlt), daß auch bei höchster Belastung der Lampe und 
stundenlanger Bestrahlung sich der Interferenzfilterhalter und damit das Inter- 
ferenzfilter kaum meßbar über die Temperatur der Luft erwärmen. Die aus den 
Projektoren ausgeworfene Warmluft wird durch ein Abzugsystem abgesaugt 
(vgl. Abb. 3). Der Ventilator wird durch einen Kleinstmotor angetrieben. Motor 
und Lampe sind parallel geschaltet. Zur Zeit nehmen wir noch folgenden betriebs- 
technischen Nachteil in Kauf: Brennt eine Lampe während des Betriebs durch, so 
muß die Stromzufuhr zum Projektor möglichst schnell abgeschaltet werden, da die 
plötzliche Abkühlung durch den weiterlaufenden Ventilator unter Umständen die 
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optischen Teile beschädigen könnte. Beschädigte optische Teile können leicht ausge- 
wechselt werden! 

e) Die Einstellung der gewünschten Strahlungsintensität wird grob mit Hilfe 
der Neutralgläser vorgenommen. Die Feinregulierung dagegen geschieht durch 
eine Veränderung des Lampenstroms (also der Temperatur des Glühkörpers) über 
den Reguliertransformator (Spa bl g). In den meisten Fällen brennen 


© 


die Lampen zwischen 94 und 100 V. 








6. Die Messung der Strahlung 

Wir verwenden hierzu ein Thermosäulen-Galvanometersystem. 

a) Thermosäule. Großoberflächen-Thermosäule Z, von Kipp und 
Zonen, Delft, Holland (80 Elemente, Constantan-Manganin; nahezu 
kreisförmige Empfängerfläche mit Durchmesser 20 mm; die Intensitäts- 
empfindlichkeit, die nach den Angaben der Hersteller berechnet wurde, 
0,50V : cm? 

W 


wäre . Dies stimmt sehr gut mit den Resultaten unserer ab- 


soluten Eichung [vgl. unten] überein). Genaue Angaben über die 
spektrale Absorption des verwendeten Schwärzungsmittels im mittleren 
Infrarot konnten wir von den Herstellern bisher nicht erhalten. Die 
Thermosäule ist (ohne Reflektor) in ein genau würfelförmiges und mit 
einem Verschluß ausgestattetes Holzgehäuse eingebaut (Wärmeiso- 
lierung!) und an sich nur für die Messung praktisch paralleler Strahlung 
eingestellt. Jedoch kann auch divergente Strahlung ohne Fehler ge- 
messen werden, falls die optische Achse des divergierenden Strahlen- 
bündels durch die Mitte der Empfängerfläche geht. Dies ist in der Mitte 
der von uns benützten bestrahlten Kreisfläche der Fall (vgl. Abb. 4). 
Deshalb wird die Thermosäule bei der Intensitätsmessung in den Be- 
strahlungskästen stets so justiert, daß sie in der Mitte des bestrahlten 
Kreises steht. Wir vergleichen also stets die Intensitäten, die auf einen 
Kreis (Durchmesser 20 mm) treffen, durch dessen Mittelpunkt die 
optische Achse des von uns benützten, leicht divergenten Strahlen- 
bündels geht. Das Glasfenster, mit dem die Thermosäule normalerweise 
ausgestattet ist, entspricht den Glasplatten, mit denen unsere Reaktions- 
gefäße abgedeckt werden. 

b) Galvanometer. Verwendet werden die bekannten Multiflex- 
Galvanometer vom Typ MG 0 (Lange, Berlin, vgl. die einschlägigen 
Broschüren dieser Firma). Wir benützen zur Zeit zwei Instrumente, die 
sich in ihrer ‚Empfindlichkeit‘ stark unterscheiden (1. Instrument: 
1 Skalenteil (Stellung 1:1)=141 erg/em?- sec, 2. Instrument (Sonder- 
anfertigung): 1 Skalenteil (Stellung 1:10) — 62,2 erg/em? : sec). Damit 
können wir alle Strahlungsintensitäten, die zur Zeit bei uns vorkommen, 
mit hoher Genauigkeit messen. 

c) Die Eichung. Das System Thermosäule-Galvanometer wird mit 
einer in den USA gekauften, gealterten Kohlenfaden-Eichlampe 
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(sekundärer Standard) des National Bureau of Standards geeicht. Uber 
die Technik der Eichung findet man wichtige Angaben und Vorschriften 
in den der Lampe beigefügten Merkblättern des National Bureau of 
Standards sowie bei Starr und JOHNSTON (1954) und WirHRow und 
WrrHrow (1956). Wir folgen bei der Eichung nicht genau den Empfeh- 
lungen des National Bureau of Standards, sondern verwenden eine ähn- 
liche Methode, wie sie WITHROW und WITHROW (1956) beschrieben 
haben (Verwendung eines Eichkastens). Wir haben bisher Wechselstrom 
(50 Hz) benutzt. Eingestellt wird der Strom, der durch die Eichlampe 
geht (Drehschalter-Feinmeßwiderstand, Klasse 0,02, von Ruhstrat, 
Göttingen, frisch geeichtes Amperemeter, Typ Multavi II, Genauig- 
keitsklasse 1,5 für sinusförmigen Wechselstrom von 50 Hz, von Hart- 
mann und Braun, Frankfurt). Beim Eichvorgang wird das Fenster der 
Thermosäule entfernt. 


7. Hellrot- und Dunkelrot-Felder 

Da es bei unseren Untersuchungen oft notwendig ist, vor oder nach 
der monochromatischen Strahlung Hellrot bzw. Dunkelrot zu geben, 
so sind in der Kammer 1 kleine, streng standardisierte und reproduzier- 
bare Anlagen für Hellrot bzw. Dunkelrot eingerichtet (zwischen diesen 
Anlagen, wie auch zwischen ihnen. und den Bestrahlungskästen ist 
praktisch kein Austausch von Streulicht möglich). Die von uns be- 
nützten, weitgehend homogen ausgeleuchteten Felder sind relativ klein, 
für unsere derzeitigen Untersuchungsobjekte (frühe Keimlingsstadien 
bzw. Kryptogamen) aber vollkommen ausreichend. 

a) Hellrot-Feld. Als Strahlungsquellen dienen 3 Leuchtstoffröhren 
(120 cm lang), die praktisch nur Strahlung zwischen 600 und 700 mu 
emittieren (Philips, Leuchtstoffröhren, TL 40 W/15, vgl. Abb. 6). Diese 
Röhren sind nahezu ideale Strahlungsquellen für Hellrot. Nach den An- 
gaben der Firma Philips, nach Messungen des Laboratoire Central 
d’Electricité in Brüssel sowie nach unseren eigenen spektroskopischen 
Beobachtungen haben diese Röhren mindestens zwischen 350 und 
600 mu keine feststellbare Emission. Wollen wir ganz sicher sein, daß 
keinerlei kurzwelliges Streulicht vorhanden ist, so benützen wir zwischen 
den Röhren und den Objekten ein Streulichtfilter für kurzwelliges 
Streulicht (2 Lagen rotes Dupont-Cellophan, von der Dupont Company, 
Wilmington, Delaware, USA). Die absolute Intensität der Strahlung, 
die in dem Hellrot-Feld z. B. auf einen keimenden Samen fällt, kennen 
wir nicht genau, da unsere Thermosäule stark konvergente Strahlung 
nicht zuverlässig genug mißt (Abweichung vom Cosinus-Gesetz). Wir 
können die Konstanz der Strahlung jedoch mit hoher Präzision kontrol- 
lieren. Mitder Großoberflächenthermosäule Z, messen wir (unter Zwischen- 
schaltung von 2 mm KG 1) 1400 erg/cm? - sec (senkrecht unter der Mitte 
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der mittleren Röhre). Die ,,wahre“ Intensität dürfte etwas höher liegen. 
Benützen wir statt der ‚roten‘ Leuchtstoffröhren ‚weiße‘ (zwei 


"HNT 202/40 W, eine HNW 202/40 W, beide Typen von Osram), so haben 


wir ein ,, WeiBlichtfeld“, das mit3100 + 150 Lux ausgeleuchtet ist (Messung 
mit dem großen Beleuchtungsmesser I mit Photozelle S 145 von Lange, 
Berlin ; der ‚Cosinus-Fehler‘‘ dieses Instruments dürfte bei den in unserem 
Fall vorkommenden Winkeln gering sein). 


25cm 


pa 4 


Abb. 6 Abb. 7 


Abb. 6. Die relative spektrale Verteilung der Emission einiger, fiir uns wichtiger Philips- 

Leuchtstofflampen. Die Emission der grünen Leuchtstofflampe TL 20/40 W/17 bei À — 

522 mu ist = 100% gesetzt (Bezugssystem). Die Lampen wurden im Laboratoire Central 

d’Electricité in Brüssel durchgemessen. Dr. PIQUER, Brüssel, stellte uns die MeBergebnisse, 
auf denen die hier angegebenen Kurven beruhen, zur Verfiigung 


Abb. 7. Medianer Längsschnitt durch den Wasserkühler mit Altrilux-Reflektorlampe 

(Philips, 500 W, 220 V). Die Pfeile geben die Strémungsrichtung des Wassers an. An die 

obere der beiden Ausflußöffnungen ist eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen. Seitlich 
und nach oben ist der Kühler lichtdicht verschlossen 














Wir können „Weißlicht‘‘ auch dadurch herstellen, daß wir eine ,,rote‘‘ Leucht- 
stoffröhre (Philips TL 40 W/15), eine „grüne‘‘ (Philips TL 40 W/17) und eine 
„blaue‘‘ (Philips TL 40 W/18) zusammen benützen (vgl. Abb. 6). Zuweilen kann 
es von Vorteil sein, wenn man auf einfachste Weise zeigen kann (natürlich nur 
halbquantitativ), wie sich die weitgehende Eliminierung bestimmter Spektral- 
bereiche (Wegnahme von 1 oder 2 Röhren, Vergleich mit der kombinierten Wirkung 
der 3 Röhren) auswirkt. 

b) Dunkelrot-Feld. Interessiert sind wir an Strahlung zwischen 700 
und 800 (—1000) my. Wir verwenden als Strahlungsquellen eine 
Altrilux-Reflektorlampe (Philips, 500 W, 220 V, Temperatur des Glüh- 
fadens etwa 2750° K), die wir mit strömendem Wasser kühlen (Abb. 7). 
Die Ausstrahlung der Lampe geht dann durch eine Wasserschicht, die 
mindestens 3cm dick ist (wegen der Wölbung der Lampe kann bei 
unserer Anordnung die wirksame Wasserschicht nicht konstant tief sein, 
vgl. Abb. 7). Strahlung über 1400 mu wird dabei vollständig absorbiert, 
zwischen 800 und 1400 my ein erheblicher Teil (Abb. 8). Die derart 
gefilterte Strahlung geht durch eine Glasplatte und durch je 2 Lagen 
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rotes und blaues Cellophan (von Dupont Company, Wilmington, 
Delaware, USA). Die Folien sind so gelegt, daB die leicht feststellbaren 
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Abb. 8. Durchlässigkeitskurven von Wasser (3 cm Schicht- 
dicke), von Schott-Farbglas RG 9 (2 mm) und von einer 
Cellophanfilter-Kombination (je 2 Lagen ‚rotes‘ bzw. 
„blaues‘ Dupont Cellophan). Farbglas RG 9 (2 mm) und 
die Cellophanfilter-Kombination haben unterhalb 650 my 
keine Durchlässigkeit. (Kurve für Wasser nach WITHROW 
und WITHROW 1956, Kurve für die Cellophanfilter- 
Kombination (mit Reflexionsverlusten) nach eigenen 
Messungen, Kurve für RG 9 (mit Reflexionsverlusten) 
nach eigenen Messungen und nach den Angaben von 
Schott und Gen., Mainz) 


300 


20W, 


Emission — 





À— 
Abb. 9. Die relative, spektrale Verteilung der von der 
„Sicherheitslampe‘‘ ausgehenden Strahlung. (Die Durch- 
lässigkeitskurven der Farbgläser sind, ohne Berücksich- 
tigung der Reflexionsverluste, nach den Angaben von 
Schott und Gen., Mainz, gezeichnet, die Emissionskurve 
der Leuchtstoffröhre nach einer entsprechenden Kurve 
von Osram). Die Strahlung der Leuchtstoffröhre geht 
durch beide Filter 


Vorzugsrichtungen keine 
Winkel bilden. Wie man 
aus der Abb. 8 ent- 
nehmen kann, läßt diese 
Kombination (Wasser 
und Cellophan) ein brei- 
tes Strahlungsband in 
dem von uns gewünsch- 
ten Bereich durch (700 
bis 1000 mu). Sehr 
nachteilig ist, daß man 
das Cellophan oft aus- 
wechseln muß, da be- 
sonders das „blaue“ 
Cellophan nicht ,,licht- 
echt‘ ist, sondern nach 
einiger Zeit ausbleicht. 
Wir haben ferner fest- 
gestellt, daB die Cello- 
phan-Filter das Licht 
beträchtlichpolarisieren. 
Dies kann unter Um- 
ständen ebenfalls stören. 
Wir wollen deshalb in 
Zukunft das Schottfilter 
RG 9 (2mm), das als 
Tafelglas in der von 
uns benötigten Größe 
erhältlich ist, zur Iso- 
lierung des Dunkelrot 
anstelle der Cellophan- 
filter-Kombination ver- 
wenden (Abb. 8). Das 
von uns benützte Dun- 
kelrot-Feld (etwa 38 cm 
Durchmesser) befindet 


sich 81 em unterhalb des unteren Kühlerrandes. Das Dunkelrot-Feld 
liegt horizontal und ist relativ homogen ausgeleuchtet. Die optische 
Achse verläuft vertikal. Geht die optische Achse durch die Aufnahme- 
fläche der Thermosäule E,, dann messen wir (mit der Cellophanfilter- 
Kombination) rund 16000 erg/cm? - sec. 
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8. Sicherheitslampe 


Zuweilen ist es notwendig, an einem Versuchsmaterial, das im Dunkeln gehalten 
-werden soll, mehr oder weniger kurzfristige Manipulationen vorzunehmen, bei denen 
man etwas sehen muß. Wir haben versucht, für diese Zwecke eine ,,Sicherheits- 
lampe“ herzustellen, die nur Strahlung emittiert, die auf die Pflanzen sehr wenig 
feststellbaren Einfluß hat und für die das menschliche Auge hochempfindlich ist. 
Der grün-gelbe Spektralbereich ist hierfür am besten geeignet (vgl. die Zusammen- 
stellung bei WrrHrow und PRICE 1957): Die eben genannten Autoren haben ein 
„safe-light‘‘ beschrieben, das aus grünen Leuchtstoffröhren und Gelatinefiltern 
besteht. Es emittiert praktisch nur Strahlung zwischen 500 und 550 my. Wir 
benützen ebenfalls grüne Leuchtstoffröhren (1 oder 2 Röhren, Osram HNE 20 W/3), 
filtern die Strahlung jedoch durch 2 hierfür ausgesuchte Schott-Farbgläser, die an 
Stabilität und Lebensdauer den Gelatinefiltern überlegen sind (Abb. 9). Die be- 
rechnete, spektrale Verteilung des durchgelassenen Lichts ist dem ,,Sicherheits- 
licht‘‘ von WirHRow und PRICE ähnlich, allerdings haben wir etliche Prozente mehr 
Strahlung bei Wellenlängen > 550 my. Andererseits wird in unserem Fall die von 
der Lampe emittierte, gewünschte Strahlung im Bereich zwischen 500—550 my 
durch die Filter sehr viel weniger reduziert als bei WrrHRow und PRICE. Man braucht 
nur sehr geringe Intensitäten dieses „Sicherheitslichts‘‘, um korrekt arbeiten zu 
können. Unsere Lampe bestrahlt ein großes Areal. Ob die Lampe für eine be- 
stimmte physiologische Arbeit brauchbar ist, sollte, wenn möglich, durch einen 
entsprechenden Test entschieden werden. 


9. Diskussion 

Wie jede Anlage zur Erzeugung monochromatischer Strahlung ist 
auch die unsrige eine Kompromißlösung zwischen den Ansprüchen an 
Intensität und spektrale Reinheit. Wir können die spektrale Reinheit 
sehr stark verbessern, wenn wir Interferenz-Doppellinienfilter ver- 
wenden. Wir ,,verlieren‘‘ dabei aber erheblich an Intensität. Für unsere 
Untersuchungen über das Blau-Dunkelrot-Reaktionssystem in Keim- 
pflanzen (MoHur 1958, Mour und LünenscHhLoss 1958) benötigen wir 
jedoch unbedingt relativ hohe Intensitäten. Wollen wir die spektrale 
Reinheit steigern, ohne an Intensität zu verlieren, so müssen wir Strah- 
lungsquellen höherer Leistung verwenden. Wir benötigen vor allem 
höhere Intensität im kurzwelligen Bereich des von uns benützten 
Spektrums. Da wir gegenwärtig bei unseren Experimenten bei allen 
Wellenlängen die gleiche Zahl von Quanten während einer konstanten 
Zeit einstrahlen, so müssen wir als Bezugswert die Intensität wählen, 
die wir bei der kürzesten, von uns verwendeten Wellenlänge erzielen 
können. Unsere Strahlungsquellen (Glühfäden) strahlen ja um so weniger 
Energie ab, je kürzer die Wellenlänge ist. Die Intensität, die wir bei 
unseren derzeitigen Studien über Wirkungsspektren anwenden können, 
wird also bestimmt durch die Intensität, die wir mit dem Filter der 
kürzesten Wellenlänge (zur Zeit 412 mu) erzielen. 

Wir wollen versuchen, Projektionssysteme bauen zu lassen, in die Xenon- 


Hochdruck-Lampen als Strahlungsquellen eingebaut sind und mit denen wir in 
der Bildebene arbeiten können (Abbildung der Lochblende). Die Linsen sollen aus 
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Quarz bestehen. Wir hoffen, damit nicht nur den Spielraum der zur Verfiigung 
stehenden Intensitäten nach oben hin zu vergrößern, sondern uns damit auch die 
Möglichkeit zu verschaffen, im nahen Ultraviolett (bis etwa 340 my) mit relativ 
hohen Intensitäten arbeiten zu können (unter Benützung eines kontinuierlichen 
Spektrums!). Auch glauben wir, daß wir dann bei relativ hoher Intensität mit 
Doppellinienfiltern arbeiten können. j 

Die in dieser Arbeit beschriebene Anlage wurde für photobiologische Unter- 
suchungen an frühen Keimlingstadien und an Kryptogamen gebaut. Hierfür genügt 
die weitgehend homogen ausgeleuchtete Kreisfläche vom Durchmesser 50 mm. Für 
andere Objekte bräuchte man größere, homogen ausgeleuchtete Flächen. Diese 
dürften wohl am günstigsten dadurch zu erzielen sein, daß man in der Bildebene eines 
Objektivs mit kürzerer Brennweite arbeitet. Freilich wird man sich dann mit 
geringeren Intensitäten begnügen müssen. 

Die einzige, bisher beschriebene Anlage, mit der wir die unsrige 
unmittelbar vergleichen können, ist die schon öfters erwähnte Anlage 
von WITHROW (1957). In dieser Anlage wird in der Bildebene des Ob- 
jektivs gearbeitet. Es wird die Öffnung der Kondensorlinse abgebildet. 
Die ähnlich homogen wie bei uns ausgeleuchtete Fläche ist erheblich 
größer (Kreis von etwa 15 cm Durchmesser), die erzielten Intensitäten 
sind aber offenbar wesentlich geringer als bei uns. Geringer als bei 
Wirnrow ist bei uns der Winkel, um den die nicht achsenparallelen 
Strahlen des Lichtbündels beim Durchtritt durch das Interferenzfilter 
von der optischen Achse abweichen, und sehr viel geringer ist die 
Wahrscheinlichkeit, daß Streulicht ins Objektiv gelangt. Nachteilig 
in dem Withrowschen System erscheint uns auch das Fehlen des 
Reflektors und die Anordnung der Luftkühlung. Die Filtersysteme, 
die WITHROW anstelle der von uns verwendeten Farbgläser (mit den 
Interferenzfiltern bereits verkittet) bzw. anstelle des KG 1 verwendet, 
sind sehr viel schwieriger zu handhaben und wahrscheinlich auch nicht 
zuverlässiger. Ein großer Vorzug scheint uns zu sein, daß sich bei uns 
die Strahlungsquellen und die sich erhitzenden Teile des optischen 
Systems außerhalb der Versuchsdunkelkammern befinden und daß in 
die Kammern selbst nur die monochromatische Strahlung gelangt. 

Zusammenfassend wollen wir betonen, daß wir unsere Anlage lediglich 
für einen ersten Versuch halten, das Problem der Erzeugung monochro- 
matischer Strahlung höherer Intensität-mit Hilfe von Interferenzfiltern 
zu lösen. Wir halten die Anlage keineswegs für ideal. Wir werden uns 
bemühen, sie zu verbessern. Für jede Kritik und für jeden Hinweis auf 
Fehlerquellen und Verbesserungsmöglichkeiten werden wir dankbar sein. 


Summary 
A recently designed interference-filter monochromator system for 
biological purposes is described (spectral range: 400—800 my). The 
system contains 6 monochromator units. It operates with projection 
lamps (500 or 750 W) as sources of radiation. In each unit the optical 
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system of a high-power projector (Prado 500, Leitz) is used. The irra- 
diances which can be obtained with a single interference-filter are rather 
‘high: about 1500 ergs/cm? - sec at 412 mu, about 14000 ergs/cm?- sec at 
613 mu. — In addition to the monochromator system the designs of 
standard-fields of radiation for red and far-red are presented and data 
are given concerning a sensitive thermopile Multiflex-galvanometer 
system. The design is compared in principle with the spectrograph 
(introduction) and more in detail with the interference-filter mono- 
chromator system presented by WitHRow (1957). 


Herrn Professor Dr. E. BÜüNNING, der den Bau der Anlage grundsätzlich er- 
möglicht und beständig gefördert hat, danken wir herzlich. Wir danken auch Herrn 
Mechanikermeister SPEIDEL, dem Leiter der feinmechanischen Werkstatt des 
Physikalischen Instituts der Universität Tübingen, und Herrn ScHAAL, dem Schrei- 
ner unseres Instituts, für ihre wertvolle Mitarbeit. Auch gebührt Dank den Firmen, 
die uns Einzelteile geliefert haben, für ihr verständnisvolles Entgegenkommen. 
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VON PICEA GLAUCA 
Von 
J. REINERT und H. SCHRAUDOLF 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 22. Dezember 1958) 


Für pflanzliche Tumorgewebe gilt die Regel, daß sie ohne Zusatz 
von Auxinen isoliert und in vitro kultiviert werden können. Das hat 
sich sowohl für Tumoren genetischen Ursprungs als auch für andere 
gezeigt, die durch Agrobacterium tumefaciens induziert werden können 
(Wurte 1951, GAUTHERET 1955, BRAUN und STONIER 1958). Ein Aus- 
nahmefall ist Tumorgewebe aus Picea glauca, das — im Gegensatz zum 
normalen Gewebe — nur isoliert werden konnte, wenn das Nährmedium 
hohe IES-Konzentrationen enthielt (REINERT und WHITE 1956). Bei 
den gleichen Versuchen hatte es sich auch gezeigt, daß die Tumor- 
kulturen bedeutend höhere Ascorbinsäurezusätze zum Wachstum be- 
nötigen als die normalen Gewebe. Da diese Ergebnisse wegen der be- 
sonderen Verhältnisse bei der Isolierung — große Wundflächen und 
dadurch gesteigerte Oxydationsprozesse, durch die sowohl Auxin als 
auch Ascorbinsäure verbraucht werden können — nicht ohne weiteres 
für Calluskulturen gültig sein müssen, ist in der vorliegenden Arbeit 
überprüft worden, ob es sich bei den Geweben aus Tumoren von Picea 
glauca in Hinsicht auf den Auxinbedarf um eine echte Ausnahme von 
der oben erwähnten Regel handelt. 


Methodik 


Als Untersuchungsmaterial dienten Kulturen aus normalem und Tumor- 
gewebe von Picea glauca, die seit 1954 isoliert und subkultiviert worden sind 
(REINERT und Waire 1956). Die Kulturbedingungen sind schon beschrieben 
worden. Die Zusammensetzung des Nährmediums geht aus der Tabelle 1 hervor. 
Für die vorliegenden Versuche waren einige geringfügige Abänderungen not- 
wendig: So wurde, um photochemische Umsetzungen während des Versuchs weit- 
gehend auszuschließen, der Nährlösung kein Riboflavin zugesetzt. Darüber hinaus 
erwies sich ein Zusatz von Ascorbinsäure (10-5 g/ml) für die Kultur der Tumor- 
gewebe als unbedingt notwendig, während ein derartig hoher Vitamin C-Gehalt 
der Nährlösung für die normalen Gewebe auf Dauer zu hoch war und toxisch 
wirkte. 

Zur Bestimmung der Auxinabhängigkeit des Wachstums kamen zu den Grund- 
medien jeweils steigende Konzentrationen von Indolylessigsäure (IES, Merck 353), 
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Tabelle 1 (REINERT und WuirE 1956) 











- a) White’s Medium c) Aminosäuren: 
EEE: 2 0 sat re 15,6 mg/l 
Dy nn TT TR EHE 10-4 g/ml DL-Methionin ..... 13,0 mg/l 
Cholin ........ 105 g/ml L-Threonin . . . . . . 6,5 mg/l 
Riboflavin . . . . . . 1077 g/ml DE-VOHM +. 4.0 x 13,0 mg/l 
Ascorbinsäure . . . . . 107 g/ml L-Arginin HC] . . . .. 7,8 mg/l 
ARR LIEU, CU 10-8 g/ml L-Histidin HCl... . . 2,6 mg/l 
Hypoxanthin. . . . 2,5-10-> g/ml L-Prolin . . . . . . . . 5,0 mg/l 
Ca-Pantothenat . . . . 10-7 g/ml L-Glycin. . . . . . . . 10,0 mg/l 
pL-Isoleucin . . . . . . 10,4 mg/l 
d) Für normale Kulturen: L-Phenylalanin 2,5 mg/l 
2,4-Dichlorphenoxy- L-Leucin ....... 12,6 mg/l 
essigsäure . . . . . 5 -10-# g/ml L-Tryptophan . . . .. 4,0 mg/l 
2 L-Cystin . ....... 1,5 mg/l 
für Tumorkulturen : L-Glutaminsäure . . . . 14,0 mg/l 
B-Indolylessigsäure . . 10- g/ml L-Asparaginsäure . . . . 6,0 mg/l 
Ascorbinsäure . 105 g/ml L-Glutamin . . . . . . 50,0 mg/l 
L-Asparagin . . . . . . 20,0 mg/l 
L-Tyrosin . . . . . . . 40,0 mg/l 


die nur bei der höchsten der angewendeten Konzentrationen (103 g/mi Nähr- 
lésung) als Kaliumsalz geboten wurde. Bei der hohen Pufferkapazität der Nähr- 
lösungen blieb ihr ursprünglicher pa-Wert auch bei den höchsten Zusätzen von 
reiner Indolylessigsäure (10-4 g/ml) unverändert. Das Maß für das Wachstum der 
Kulturen war die Frischgewichtszunahme. Vorversuche zeigten dabei, daß es zur 
Erzielung einer der Wägegenauigkeit entsprechenden Gewichtskonstanz genügt, 
die mit Nährlösung mehr oder weniger imbibierten Kulturen jeweils vor dem Wiegen 
für 1 bis maximal 2 min auf mehrere Lagen sterilen Filtrierpapiers zu übertragen 
und so die überschüssige Flüssigkeit abzusaugen. 

Gewogen wurde in sterilen Stanniolbechern an einer Torsionswaage mit einer 
Genauigkeit von +0,5 mg. Nach dem Wägen wurden die Kulturen sofort auf die 
ursprüngliche Nährlösung zurückgebracht. Der Ausfall durch Infektion lag bei 
dieser Methode unter 1%. 

Die größte Schwierigkeit für die Messung von Wachstumsunterschieden bei 
Gewebekulturen liegt in der Auswahl vergleichbaren Materials, da den Ausgangs- 
kulturen möglichst gleichmäßig wachsende Tochtercalli entnommen werden 
müssen, ohne daß dabei eine Selektion in Richtung auf einen bestimmten Gewebe- 
typ erfolgt. Dies trifft besonders auf die von uns untersuchten Picea-Kulturen zu, 
die keine geschlossene Wachstumszone haben und bei denen die Wachstums- 
intensität einzelner Bezirke der Ausgangscalli nicht ohne weiteres zu erkennen ist. 
Eine einfache Aufteilung der Ausgangskulturen in etwa gleich große Gewebestücke 
führt selten zu einer befriedigenden gleichmäßigen Wachstumsrate der Subkulturen. 
Um diese methodischen Schwierigkeiten zu umgehen, wurde zu einer auch aus 
anderen Gründen notwendigen Vorkultur (s. unten) jeweils die doppelte Zahl der für 
den Versuch benötigten Kulturen angesetzt. Aus diesen vorkultivierten Geweben 
konnten dann Kulturen mit etwa gleicher Wachstumsgeschwindigkeit ohne weitere 
Unterteilung in Versuch genommen und dadurch gleichzeitig ein eventuell störender 
Wundeffekt ausgeschlossen werden. Mit Hilfe dieser Bedingungen ließen sich 
Streuungen in der Wachstumsrate der einzelnen Kulturen unter gleichen Be- 
dingungen zwar nicht vollständig ausschließen, aber doch so weit reduzieren, daß 
bei einer Verwendung von jeweils 10 Kulturen für jede Wuchsstoffkonzentration die 
gemessenen Unterschiede im Frischgewicht statistisch gesichert werden konnten. 
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Ergebnisse 
Zu Anfang der Versuche hatte es sich ergeben, daß eine deutliche 
Abhangigkeit der Zuwachsrate von der Wuchsstoffkonzentration in der 
Nährlösung erst 2 Wochen nach Versuchsbeginn festgestellt werden 
konnte, wenn die Kulturen bei einem Ubertragungscyclus von 3 Wochen 
von Nährlösungen mit optimalem Wuchsstoffgehalt (10-5 g/ml IES für 
Tumorgewebe, 5 - 10% g/ml 2,4-D für normale Gewebe) ohne weiteres auf 
Nährlösungen mit unterschiedlichen IES-Konzentrationen übertragen 
wurden (Abb. 1). Die Ursache für diesen 
er T Effekt ist offenbar eine Speicherung des 
L Auxins in den Kulturen und seine Mobili- 
ight sierung wahrend der ersten beiden Wochen 
nach Versuchsbeginn (unveröffentlichte 
Ergebnisse). Es war deshalb nötig, die 
Auxinreserve der Gewebe durch eine 
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Abb. 1. Frischgewi hme Nährlösung nachweisbar (Abb. 1). 
Ms < pére ie ere en À Diese Abhangigkeit der Frischgewichts- 
Kulturdauer: 14 Tage.-——-Uber- zunahme vom Auxinspiegel der Nährlösung 
tone aim) TBS, eee aultu, War bei beiden Geweben vorhanden. Bei 
erh gee er es = f den Tumorkulturen lag das Optimum der 
Konzentration in g/ml. Ordinate: Förderung bei 10-5 g/ml IES, während die 
Frischgewichtszunahme in %, be- normalen Gewebe das Maximum der 

zogen auf Zuwachs in IES-freiem zs ; à 
Medium — 100 % Frischgewichtszunahme bei einer be- 
deutend niedrigeren IES-Konzentration 
(10% g/ml TES) erreichten. Der Verlauf der Wachstumskurven und 
die statistische Sicherung des Kurvenverlaufs nach dem t-Test (PATAU 

1943) ist in Abb. 2 dargestellt. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daß die Tumorkulturen — im Gegen- 
satz zu der Beobachtung bei der Isolierung — noch bei der unphysio- 
logisch hohen TES-Konzentration von 1074 g/ml eine deutliche Wachs- 
tumsförderung gegenüber der wuchsstofffreien Kontrolle zeigen. Bei 
mehreren Wiederholungen der Versuche wurden zwar Unterschiede in der 
absoluten Zuwachsrate beider Gewebetypen, jedoch keine Verschiebun- 
gen im allgemeinen Verlauf der Wachstumskurven beobachtet. Die 
Ascorbinsäure, die in den Medien für Tumorgewebe in hoher Konzen- 
tration (10-5 g/ml) vorliegt, hat keinen Einfluß auf die IES-Empfind- 
lichkeit der Gewebe, denn ihr Entzug führt wohl zum Absterben von 
etwa 50% der Kulturen nach der ersten Passage, die Reaktion auf 
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Abb. 2a. Frischgewichtszunahme von normalen und Tumorkulturen in Abhängigkeit von 
der IES-Konzentration. Kulturdauer: 14 Tage. 0-0 normale Kulturen; X——x Tumor- 
kulturen. Abszisse: IES-Konzentration in g/ml. Ordinate: Frisch hme in %, 
bezogen auf Zuwachs in IES-freiem Medium = 100 % 














Auxin und damit der Verlauf der Wachs- 7% 
tumskurven bleibt jedoch unbeeinflußt. 
Bezieht man — wie in Abb.2 — die 
erhaltenen Werte auf die Frischgewichts- 
zunahme der ohne Auxin gewachsenen 
Kulturen (= 100%), so zeigt sich über die 
unterschiedlichen optimalen Konzentrationen 
hinaus eine weit stärkere Auxinabhängigkeit 
im Wachstum der Tumorgewebe. Bei ihnen be 
läBt sich das Wachstum durch optimale 7 5 ri 
Auxingabe gegeniiber der Kontrolle ohne Wochen 
IES um etwa 180%, bei den Normalgeweben ppb. 3. Wachstum von Tu- 
nur um rund 50% steigern. Diese stärkere pe rag Base be aan x 
Auxinabhängigkeit der Tumorcalli zeigt sich  Übertragungscyclus 3 Wochen. 
auch, wenn man versucht, die Gewebe auf ayy ar aan oem 
IES-freiem Medium zu kultivieren. Obwohl in % 
die Nährlösung (vgl. Tabelle 1) 4 y/ml Trypto- 
phan enthält, kommt es bei den Tumorgeweben zu einer schnellen 
Abnahme der Zuwachsrate (Abb. 3), die bei der dritten Passage (9 Wo- 
chen nach Versuchsbeginn) zu einem Absterben der Kulturen führt. Im 
Gegensatz hierzu lassen sich die normalen Gewebe, wenn auch mit einer 
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gegenüber der IES-haltigen Kontrolle verminderten Wachstumsrate, 
über Monate hinaus auf dem tryptophanhaltigen Nährmedium ohne 
Auxinzusatz kultivieren. 

Trotz der höheren IES-Empfindlichkeit der Tumorkulturen über- 
trifft ihre Wachstumsgeschwindigkeit in keinem Fall diejenige von 
normalen Geweben unter optimalen Bedingungen (Abb. 4). Diese ge- 
ringere Wachstumsrate steht nicht in Widerspruch zu Ergebnissen, nach 
denen es sich bei dem Ausgangsmaterial unserer Stämme um echte 
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Abb. 4. Frischgewicht hme von normalen und Tumorkulturen in Abhängigkeit von der 





IES-Konzentration. Abszisse: IES-Konzentration in g/ml. Ordinate: Frischgewichts- 
zunahme in % des Ausgangsgewichtes. Weiße Säulen: normale Gewebe. 
Schwarze Säulen: Tumorgewebe 


Tumoren handelt (WurTE 1958), denn auch bei anderen Untersuchungen 
konnte beobachtet werden, daß in vitro kultivierte neoplastische Ge- 
webe langsamer wachsen als normale (BRAUN und STONIER 1958). 


Diskussion 

Nach den vorliegenden Ergebnissen kann nicht bezweifelt werden, 
daß es sich bei den Tumorgeweben aus Picea glauca um eine echte Aus- 
nahme von der Regel handelt, daß in vitro kultivierte pflanzliche Tu- 
moren in Hinsicht auf Auxin autotroph sind. Diese Regel ist vor allem 
durch zahlreiche und eingehende Untersuchungen an Tumoren bak- 
teriellen und genetischen Ursprungs gestützt worden, nach denen diese 
bei der Kultur in vitro entweder kein Auxin benötigen oder sogar da- 
durch gehemmt werden können (vgl. BRAUN und STonIER 1958). Es 
sind schon andere Ausnahmen von dieser Regel festgestellt worden, so 
das von DEMETRIADES (1953) beobachtete Auxinbedürfnis von Explan- 
taten aus Insektengallen an Salvia pomifera und die von NICKELL (1953; 
vgl. auch GAUTHERET 1955) beschriebene Abhängigkeit des Wachstums 
von Kulturen, die aus ,,crown gall‘‘ und Virustumoren stammten. Nach 
GAUTHERET (1955) können diese Fälle allerdings nicht als echte Aus- 
nahmen gewertet werden, da es sich bei den Insektengallen nicht um 
Tumoren, sondern offenbar um begrenzt wachsende Neoplasmen handelt, 
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während bei den Ergebnissen Nickezis durch die zusammen mit 


. dem Auxin gebotenen komplexen Komponenten der Nährmedien 


(Cocosnußmilch, Hefeextrakt) die Auxinwirkungen nicht klar be- 
urteilt werden können. Beide Einwände dürften für unsere Befunde 
nicht zutreffen, da ein synthetisches Medium verwendet wurde und 
für die Picea-Tumoren die gültige Definition eines echten Tumors 
zutrifft (WHITE 1958). 

Auffallend ist auch in unserem Falle, daß die Umstimmung der 
normalen zu Tumorzellen ebenfalls von einer Umstimmung des Auxin- 
stoffwechsels begleitet ist; aber — im Gegensatz zu ,,crown gall‘‘ und 
anderen pflanzlichen Tumoren — tritt keine Reduktion, sondern eine 
beträchtliche Erhöhung des Wuchsstoffbedarfs ein. Es erscheint also 
angebracht, die bisherige Auffassung über die Zusammenhänge zwischen 
Tumorwachstum und Auxinstoffwechsel dahingehend zu revidieren, daß 
sie beiden Möglichkeiten gerecht wird. 

Es bleibt noch zu klären, durch welche Faktoren der erhöhte Auxin- 
bedarf der neoplastischen Picea-Gewebe bedingt ist. Dabei muß sowohl 
der enzymatische Abbau von Auxin als auch eine veränderte Reaktions- 
fähigkeit gegenüber Wuchsstoffen berücksichtigt werden. Versuche zur 
Klärung dieser Punkte sind bis jetzt nur hinsichtlich der Rolle der extra- 
cellulären IES-Oxydase durchgeführt worden. Es ergaben sich keine 
Unterschiede zwischen Produktion und Aktivität dieser Oxydasen bei 
normalen und bei Tumorgeweben, wie sie z. B. in Versuchen für normale 
und habituierte Kulturen aus Karotten und Scorzonera beobachtet wor- 
den sind (REINERT, SCHRAUDOLF und Tazawa 1957). Ausgehend von 
der Voraussetzung, daß eine Parallelität zwischen der Aktivität von 
IES-Oxydasen im Gewebe und in der Nährlösung besteht, ist anzu- 
nehmen, daß Änderungen der Fähigkeit zur Auxinsynthese bzw. der 
Reaktionsfähigkeit der Gewebe gegenüber Auxin bei der weiteren 
Analyse besondere Beachtung verdienen. 


Summary 


In contrast to other plant tumor tissues (crown gall and genetic 
tumors), that from Picea glauca can be cultivated in vitro only in the 
presence of IAA. The auxin requirement for maximal growth of the 
tumor is appreciably higher (10-5 g/ml IAA) than that of normal Picea 
cultures (108 g/ml). A similar marked difference is also found in the 
ascorbic acid requirement, which is 10? g/ml for neoplastic, but 10~7 g/ml 
for normal tissue. The significance of these results for the characteri- 
sation and the in vitro growth of plant tumors is discussed. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgeführt. 
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UBER DIE WIRKUNGEN VON KOBALT AUF STRECKUNG, 
ATMUNG UND SUBSTANZEINBAU IN DIE ZELLWAND 
BEI AVENAKOLEOPTILEN 
Von 
MARTIN Busse 
Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 7. Januar 1959) 


Einleitung 

Die Geschichte der Wuchsstofforschung der letzten 20 Jahre ist die 
Geschichte eines Umwegs, des Umwegs über die Wachstumsatmung. 
Zumindest steht fest, daß in den Arbeiten der letzten Jahre der Gedanke, 
daß Wuchsstoff primär die Atmung beschleunigt, nur noch selten auf- 
taucht. Um so häufiger wird dagegen ein Einfluß von Auxin auf den 
Stoffwechsel der Wandsubstanzen diskutiert (WILson u. Skooc 1954; 
ORDIN, CLELAND u. BONNER 1955, 1957; Busse u. KANDLER 1956; 
SLocuM u. LITTLE 1957; GLASZIOU 1957; u.a.). Offensichtlich als Vor- 
bereitung für Untersuchungen über einen derartigen Wuchsstoffeffekt 
wurden inzwischen mehr oder weniger detaillierte Angaben über die 
Zusammensetzung der Zellwand von Avenakoleoptilen veröffentlicht 
(BısHor, BAYLEY u. SETTERFIELD 1958; Ray 1958). Die neueren Arbei- 
ten knüpfen damit an die Gedankengänge aus den Dreißigerjahren an 
(Heyn 1931). 

Wie sehr sich auch durch die raschen Fortschritte der Stoffwechsel- 
physiologie die gedanklichen und methodischen Grundlagen der Wuchs- 
stofforschung erweitert haben, eine klare Vorstellung der Wirkung der 
Auxine fehlt. Man ist nach wie vor darauf angewiesen, verschiedene 
Stoffwechselvorgänge gleichzeitig mit der Zellverlängerung zu verfolgen, 
in der Hoffnung, daß sich daraus Beziehungen ergeben, die Rückschlüsse 
auf den Zusammenhang zwischen Streckung und dem Stoff- und Energie- 
wechsel gestatten. Wenn es gelänge, den Bereich des Stoffwechsels 
näher zu kennzeichnen, auf den Wuchsstoff unmittelbar einwirkt, wäre 
eine gewisse Grundlage für die eigentliche, biochemische Bearbeitung 
des Wuchsstoffproblems geschaffen. 

THIMANN (1956) zeigte, daß sich der von MILLeEr (1951) aufgefundene 
Kobalteffekt auch an Avenakoleoptilen nachweisen läßt. Während 
Co** bei Mikroorganismen einige Fermente aktiviert (WARBURG 1948; 
Ocınsky u. RumBouGx 1955), konnte für höhere Pflanzen etwas Ent- 
sprechendes bisher noch nicht nachgewiesen werden. Es lag jedenfalls 
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im Bereich der Möglichkeiten, daß Kobalt nicht einfach als Co-Ferment 
in die von IES beeinflußten Stoffwechselvorgänge eingreift. Vielmehr 
war zu vermuten, daß Kobalt eine prinzipiell andere Wirkung ausübt 
als Wuchsstoff, weshalb die Hoffnung berechtigt erschien, daß sich bei 
der Untersuchung des Co**-Effekts neue Gesichtspunkte für die Be- 
urteilung der Wuchsstoffwirkung ergeben. 


Material und Methodik 


Etiolierte Keimpflanzen von Avena sativa (Mauerer Weißhafer bzw. Stäl- 
hafer) wurden bei etwa 20°C in Brutschränken auf feuchtem Sägemehl heran- 
gezogen. Zu dem Zeitpunkt, zu dem die 10mm langen Zylinder geschnitten 
wurden, waren die Koleoptilen, wenn nicht anders angegeben, 1,7—2,2 cm lang. 

Die Behandlung der Zylinder mit IES und Kobalt (CoCl,) erfolgte in Petri- 
schalen, welche so wenig Flüssigkeit (10 ml) enthielten, daß die Zylinder aus den 
Lösungen herausragten. Sämtliche Ansätze enthielten Phosphatpuffer 10"? m, 
Pu 6,0. Die Saccharose-Konzentration war 1%. Die Atmung der Zylinder wurde 
manometrisch gemessen. 

Für die Zellwandanalyse wurden pro Ansatz 120—150 Zylinder verwendet, die 
in Gruppen zu je 50 ebenfalls in Petrischalen mit den jeweiligen Lösungen be- 
handelt wurden. Jeder Versuch enthielt eine Ausgangsprobe, die sofort nach dem 
Schneiden der Zylinder verarbeitet wurde. Nach Versuchsende wurde der Zuwachs 
unter den jeweiligen Bedingungen an je 20 Zylindern bestimmt. Anschließend 
wurden die Proben 3mal mit 85%igem Alkohol unter Rückfluß gekocht und 2mal 
mit heißem Aceton extrahiert. Die Zylinder wurden mit Aceton und Äther ge- 
waschen und bei 105° C getrocknet. Das Material blieb dabei fast rein weiß. An- 
schließend wurden die Zylinder gewogen und in der Reibschale sorgfältig zerrieben. 
Das Pulver wurde in 50ml-MeBkélbchen mit 0,05 n H,SO, 3,5 Std auf dem Wasser- 
bad extrahiert. Das säureunlösliche Material wurde auf einer Runge-Zentrifuge 
mehrfach mit Wasser gewaschen und dann in Aceton suspendiert. Das Material 
läßt sich dann sehr leicht durch Filtertiegel A 3 filtrieren und ergibt nach dem 
Trocknen ein helles flockiges Pulver. Gebräunte oder pergamentartige Rück- 
stände zeigen an, daß das Material nicht genügend gewaschen und entwässert 
wurde. Die unlösliche Substanz wurde gewogen. Ein aliquoter Teil wurde für 
die N-Bestimmung benutzt. Die Resultate sind in mg proteinfreie Substanz pro 
100 Zylinder angegeben. Nachdem in der Regel mehr als 100 Zylinder pro Ansatz 
verwendet wurden, sind die ausgewogenen Differenzen um 20—50% größer als 
die Angaben in den Tabellen. Die Spörhasewaage erlaubte Ablesungen von 0,1 mg. 
Vor Beginn der Versuchsreihe wurde der Durchbiegefehler des Waagebalkens 
korrigiert. , 

Versuchsergebnisse 
1. Streckung und Atmung 


a) Konzentrationsabhängigkeit der Co**-Wirkung. Die Angaben von 
THIMANN (1956) beschränken sich auf Resultate, die durch Kombi- 
nation verschiedener Konzentrationen von Kobalt mit einer IES-Kon- 
zentration erzielt worden waren. Um einen besseren Überblick über die 
Wirkung von Kobalt zu erhalten, wurde zunächst Kobalt in Konzen- 
trationen von 3 - 1076 bis 3- 10m mit IES in Konzentrationen von 
1077 bis 3- 10-4m kombiniert. Die Versuche wurden mit und ohne 
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Saccharose (1%) angesetzt. Die Langenmessung erfolgte nach 44 Std 
(Abb. la—d). Bei Vorversuchen hatte sich gezeigt, daB bei py 5,0 
die Zylinder in den Proben mit IES 10-5 m und Saccharose und ohne 
Kobalt nach 44 Std häufig schrumpfen und absterben. Der Grund dafür 
ist wahrscheinlich ein starkes Wachstum von Mikroorganismen, welches 
in Co**-Gegenwart unterbleibt. Bei px 6,0 bleiben die Zylinder auch 
in langfristigen Versuchen turgeszent, weshalb in der vorliegenden 
Arbeit ausschließlich bei diesem py-Wert gearbeitet wurde. Für die Be- 
urteilung der Abb. 1 ist dies insofern von Bedeutung, als z.B. bei dem 
für Wachstumsversuche üblichen py von etwa 5,0 eine Wuchsstoff- 
konzentration von 3-10“ m überoptimal wäre oder toxisch wirken 
würde. 

Die in Abb. 1a u. b wiedergegebenen Ergebnisse wurden mit Mauerer 
Weißhafer erzielt; die Abb. 1e u. d beziehen sich auf Stälhafer. Abb. 1a 
u. c gelten für die Ansätze ohne Substrat, Abb. 1b u. d für Versuche mit 
Saccharose. Um einen möglichst großen Zuwachs zu erhalten, wurden 
für diese Versuche Zylinder aus ganz jungen Koleoptilen verwendet 
(Koleoptillänge 1,3—1,7 cm). Dementsprechend ist der Zuwachs sowohl 
der Wasserkontrollen als auch der Proben mit IES bzw. IES-+Co** 
sehr groß. Unter optimalen Bedingungen wurde eine Verlängerung der 
Zylinder auf das 3fache der Ausgangslänge gefunden. 

Kobalt allein, ohne Zugabe von Wuchsstoff, wirkt nicht oder, in 
höheren Konzentrationen, hemmend. Nur in Abwesenheit von Substrat 
treten bei Kobalt 10-5—3 - 10-5 m geringfügige Wachstumsförderungen 
auf, die aber nicht signifikant zu sein brauchen. Dagegen ergibt sich 
bei Zugabe von IES regelmäßig ein Co**-Effekt, wobei die Co**-Wir- 
kung um so deutlicher in Erscheinung tritt, je höher die gleichzeitig 
gebotene IES-Konzentration ist (10-7, 10, 10° m). In Kombination 
mit optimal fördernden Wuchsstoffmengen, unter unseren Versuchs- 
bedingungen 10 oder 3 - 10m, verringert sich die Co**-bedingte 
Streckungsförderung in der Regel wieder beträchtlich (vgl. Abb.1b u. d). 

Die optimal wirkende Kobaltkonzentration ist ohne Substrat etwa 
10m und mit Saccharose im allgemeinen 10-5—10-4m. Substrat, zu- 
mindest jedoch Saccharose, erhöht also die Empfindlichkeit der Zylinder 
gegenüber niedrigeren Konzentrationen von Kobalt. Einige Versuche 
mit Glucose brachten uneinheitliche Resultate; nach den bisherigen 
Ergebnissen macht es den Eindruck, als ob die Kobalt-Konzentrations- 
kurven mit Glucose mehr denjenigen ohne Substrat gleichen. 

Die Versuche mit 2 verschiedenen Hafersorten wurden deshalb durchgeführt, 
um gegebenenfalls das günstigere Objekt für die weiteren Untersuchungen zu er- 
mitteln. Abb. 1(a—d) zeigt aber, daß beide Sorten sich im wesentlichen gleich- 


artig gegenüber Wuchsstoff und Kobalt verhalten. Die Unterschiede sind kaum 
größer als die Differenzen, die sich mit einer Sorte von Versuch zu Versuch ergeben. 
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Abb. 1a—d. Zuwachs nach 48 Std in Abhängigkeit von der Co**-Konzentration. aundb: 
Mauerer Weißhafer. c und d: Stälhafer. a und c: ohne Saccharose. b und d: mit 1% 
Saccharose. Die einzelnen Kurven entsprechen den jeweiligen IES-Konzentrationen. 
Pu 6,0. Mittelwerte aus 2 Versuchen. Länge der verwendeten Koleoptilen 1,3—1,7 cm 


Bestenfalls kommt der höheren Empfindlichkeit des Mauerer Weißhafers gegen- 
über Kobalt 10” m in Kombination mit TES 10-5—3 - 10-4 m (Abb. 1b u. d) eine 
gewisse Bedeutung zu. Wie nämlich Atmungsmessungen ergaben, reagiert auch 
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die Atmung des Mauerer Weißhafers empfindlicher auf Kobalt (Tabelle 1). Tur- 
MANN (1956) arbeitete mit 3 mg IES/l (etwa 2- 10° m). Seine Kobalt-Konzen- 
. trationskurve läßt sich sehr gut in die Kurven von Abb. 1b u. d einordnen. 
Für die Atmungsmessungen wurden die Zylinder wie bei den Wachs- 
tumsversuchen in Petrischalen in die verschiedenen Lösungen eingesetzt. 
Nach etwa 21 Std und anschließend nach 43 Std wurden sie in mit frischen 
Lösungen vorbereitete Warburggefäße übertragen. Die Messung des 
O,-Verbrauches dauerte jeweils 4 Std, so daß die Mittelwerte in Tabelle 2 
etwa für die 22.—24. Std bzw. 44.—48. Std gelten. Die Warburg- 
gefäße waren rechteckige Kästchen ohne Mitteleinsatz; es war daher 
möglich, die Zylinder nach der Atmungsmessung, ohne sie zu beschädigen, 


Tabelle 1. O,-Verbrauch in Abhängigkeit von der Co**-Konzentration nach 24 Std 

(22.—26. Std) bzw. 46 Std (44.—48. Std). LES 10° m, pu 6,0. Länge der verwendeten 

Koleoptilen 1,5—2,2 cm. Werte in % des O,-Verbrauches der kobaltfreien Kontrollen. 
Mittelwerte aus 3 Versuchen. n=9 






































Std 0,0 3-10-*| 10-5 3-10-5 10-* |3-10-*| 10-* | 3-10-* 
Mauerer 24 100,0 | 91,3 | 91,8 92,0 89,4 | 85,6 | 77,8 oo 
WeiBhafer 46 100,0 | 93,8 | 89,0 | 81,2 | 75,8 | 71,5 | 58,2 — 
Stalhafer . 24 100,0 — 99,8 | 98,1 95,2 | 91,4 | 81,8 | 62,0 

46 100,0 — 91,0 | 87,2 | 88,6 | 90,0 | 74,0 | 58,0 


wieder herauszunehmen und in die Petrischalen zu übertragen. Die 
Versuche wurden ausschlieBlich ohne Substrat durchgeführt, weil in 
Gegenwart von Zucker nach 24 Std bei den Co**-freien Kontrollen leicht 
ein gewisses Bakterienwachstum einsetzt. 

Tabelle 1 zeigt, daß Kobalt im gesamten wachstumsfördernden Kon- 
zentrationsbereich die Atmung der Zylinder hemmt. Die Hemmung 
wird mit zunehmender Dauer der Kobalteinwirkung stärker. Bei der 
ohne Substrat optimal wachstumsfördernden Konzentration 10m 
beträgt sie je nach Hafersorte nach 24 Std 5-10% und nach 46 Std 12-25%. 
Wie schon erwähnt, reagiert der Mauerer Weißhafer (Tabelle 1, 1. und 
2. Zeile) empfindlicher auf Kobalt. Es war natürlich zu prüfen, ob 
Kobalt nicht in den ersten Stunden des Versuchs, in denen die Wachs- 
tumsrate am höchsten ist (THIMANN u. SCHNEIDER 1938; BENNET- 
CLARK u. KEFFORD 1954; BoNNER u. FORSTER 1955 u.a.), den O,- Ver- 
brauch doch fördert, und ob nicht die Hemmung erst nach einiger 
Zeit in Erscheinung tritt. 

Aus Tabelle 2 läßt sich jedoch ersehen, daß dies nicht zutrifft. Beim 
Vergleich jeweils zueinandergehöriger Werte für den O,-Verbrauch mit 
“ und ohne Kobalt ergibt sich, daß Kobalt bereits nach 4 Std die Atmung 
hemmt. Dies gilt sowohl für die Ansätze mit als auch ohne Substrat. 
Die sehr geringfügigen Differenzen in der 4.—6. Stdsind beieiner Standard- 
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Tabelle 2. O,-Verbrauch bei Gegenwart von IES 10-5 m und Co++ 10-4 m in Abhängig- 
keit von der Zeit. pa 6,0. Länge der verwendeten Koleoptilen 1,5—2,2 cm. Mauerer 
Weißhafer. Werte in ul O,/Std 
























































Substrat Zusätze BT T nt 
O,-Verbrauch ul/Std 
Ohne Substrat Co** 12 65,7 6 49,3 6 42,9 
IES + Co** 12 82,0 6 63,6 6 47,4 
H,O 10 69,0 6 61,2 6 53,2 
IES + H,O 12 85,3 6 74,4 6 59,7 
Saccharose 1% Co*+ 4 89,0 4 71,1 6 61,4 
; IES-+Co** 11 100,6 6 86,4 6 76,0 
H,0 4| 917 | 4 | 86,3 |6 | 84 
IES + H,O ll 104,0 6 100,5 6 97,2 
IES-bedingte Förderung ul/Std 
Ohne Substrat Co** — 16,3 — 14,3 — 5,5 
H,0 OR. RS. LE : 08 
Saccharose 1% Co** — 11,6 — 15,3 == 14,6 
H,0 —i Mota) ME | Mg 


abweichung von 1,5—2,5 ul O,/Std trotz der teilweise recht großen An- 
zahl von Parallelen statistisch nicht zu sichern. Sie wurden aber regel- 
mäßig auch bei einer größeren, nicht veröffentlichten Serie von Ver- 
suchen mit Glucose und Fructose als Substrat gefunden. Dafür sind 
die Co**-bedingten Differenzen während der 12.—14. Std um so besser 
gesichert (Tabelle 3). Die Tatsache, daß nach 12—14 Std der O,-Ver- 


Tabelle 3. Statistische Sicherung der Co**-bedingten Atmungshemmung während der 
12.—14. Std. Ohne Saccharose. Werte in ul O,/Std. Sonstige Angaben wie in 
Tabelle 2 


n — Cott n + Cott D op P 








—IES 6 61,2 +1,79 6 49,3 1,07 | —11,9 2,08 0,01 
+IES 6 74,4 + 2,15 6 63,6+1,83 | — 10,8 2,82 0,01 























brauch in Gegenwart von IES und Kobalt ebensogroß ist wie derjenige 
in Puffer allein (Zeile 2 u. 3 bzw. 6 u. 7) veranschaulicht die atmungs- 
hemmende Wirkung wachstumsfördernder Konzentrationen von Kobalt. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die weiteren Versuche nur noch 
mit Kobalt-Konzentrationen von 10m und IES-Konzentrationen 
10-5 m durchgeführt. Außerdem wurde vorwiegend der etwas weniger 
empfindlichere Stälhafer verwendet. Kobalt 10-4 m wirkt bei ihm auch 
in Gegenwart von Substrat noch optimal wachstumsfördernd (Abb. 1d). 
Gleichzeitig gehört diese Konzentration noch zu denjenigen, die die 
Atmung relativ schwach hemmen (Tabelle 1, 3. Zeile); somit war zu 








Die Wirkungen von Kobalt auf die Zellwand bei Avenakoleoptilen 31 
erwarten, daß Co** 10m maximale, stoffwechselphysiologische Wir- 
kungen hervorbringt, ohne dabei schon toxisch zu sein. Höhere 
“ Wuchsstoffkonzentrationen hätten zwar einen etwas größeren Zuwachs 
bewirkt, doch wäre dabei der Kobalt-Effekt erniedrigt worden. 

b) Zeitabhängigkeit der Co**- 
Wirkung. Unter optimalen IES- 
Konzentrationen zeigen die Kole- 
optilzylinder in den ersten Stunden 
des Versuchs maximale Zuwachs- 5 
raten. Mit fortschreitender Zeit 0 
nimmt die Wachstumsgeschwindig- u 
keit mehr oder weniger rasch ab 6 
und die Zuwachskurve verläuft F À 
dann nach einer gewissen Zeit, cui TH À 
wenn der Hauptanteil des unter F 
den jeweiligen Bedingungen mög- I V4 
lichen Zuwachses erreicht ist, 
nahezu parallel zur Ordinate (Tmı- 
MANN u. SCHNEIDER 1938; BENNET- 0 
CLARK u. KEFFORD 1954 u.a., + | 
Abb.2). Über die Zeitspanne, wäh- 78 SE RUE | 
rend der die anfänglichen, maxi- F 77 
malen Wachstumsgeschwindigkei- # Tr 
ten beibehalten werden, gehen BY HAN la 
die Ansichten etwas auseinander À 
(BENNET-CLARK u. KEFFORD 1954; 6 
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Verlauf der Streckung in Gegen- eae 
wart von 10° m IES und 1% Sac- 
charose mit und ohne 10 *mKobalt 
dargestellt. Abb. 2a bezieht sich 
auf Zylinder, die aus Koleoptilen 


Abb. 2a—c. Zuwachs in Abhängigkeit von 
der Zeit. IES 1075 m, Cot* 10-‘m, Sac- 
charose 1%, pu 6,0. a Länge der verwen- 
deten Koleoptilen 2,0—2,7 cm. b Länge 
der verwendeten Koleoptilen 1,7—2,2 cm. 
ce Länge der verwendeten Koleoptilen 
1,3—1,7 cm. Typische Einzelversuche 





mit einer Länge von 2,0—2,7 cm 

geschnitten wurden. Abb. 2b bezieht sich auf solche aus Koleoptilen 
von einer Länge von 1,7—2,2 cm, und Abb. 2c gilt für Zylinder aus 
1,3—1,7 cm langen Koleoptilen. Der Zuwachs der Co**-freien Kontrollen 
beträgt dementsprechend 6, 12 u. 13,5 mm/48 h. 

Betrachtet man den Zuwachs der Proben ohne Kobalt nach 6 h, so 
zeigt sich, daß dieser in allen 3 Fällen (Abb. 2) unabhängig vom Alter 
des Gewebes etwa 4 mm beträgt. Die anfängliche Wachstumsgeschwin- 
digkeit ist also jedesmal dieselbe. Wenn aber die Zylinder aus älterem 
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Gewebe nach 48h nur rund den halben Zuwachs erreichen wie die- 
jenigen aus jiingerem Gewebe, so kommt dieser Unterschied dadurch 
zustande, daß die Wachstumsgeschwindigkeit in Abb. 2a nach der 6. h 
rapide absinkt, und daß die Zuwachskurve sich hier schon nach 10—12 h 
der Horizontalen asymptotisch nähert. Bei den Zylindern aus mittel- 
altem Gewebe verflacht sich die Zuwachskurve erst nach 17—20h 
(Abb. 2b) und die Zylinder aus ganz jungen Koleoptilen (Abb. 2c) 
strecken sich 24h mit fast unveränderter Geschwindigkeit. 

Vergleicht man die mit Kobalt behandelten Proben mit den Kon- 
trollen, so ergibt sich, daß Kobalt solange nicht oder nur unerheblich 
wirkt, als die Kontrollen noch einigermaßen wachsen. Zu dem Zeit- 
punkt, zu dem die Co**-freien Kontrollen den unter den jeweiligen Be- 
dingungen möglichen Zuwachs im wesentlichen erreicht haben, strecken 
sich die Proben mit Kobalt immer noch weiter. Selbst nach 48 h zeigen 
diese Ansätze noch eine gewisse, wenn auch natürlich im Vergleich zur 
anfänglichen Wachstumsgeschwindigkeit verminderte Zuwachsrate. Mit 
anderen Worten, Kobalt bewirkt keine Erhöhung der Wachstums- 
geschwindigkeit, sondern eine Verlängerung der Wachstumsdauer. Ent- 
sprechende Angaben finden sich bei MILLER (1954) für Erbseninternodien. 

Die Wirkung des Kobalts besteht also offensichtlich darin, den- 
jenigen Prozeß zu hemmen oder zu verlangsamen, der normalerweise 
das Wachstum der Avenakoleoptile beendet. Mutmaßlich handelt es 
sich dabei um die Verfestigung der Zellwand. 

Die in Tabelle 2 zusammengefaßten Versuche wurden hauptsächlich 
deshalb unternommen, um festzustellen, zu welchem Zeitpunkt die 
Co**-bedingte Atmungshemmung auftritt. Wie schon erwähnt, macht 
sie sich bereits nach 4—6 Std bemerkbar. Gleichzeitig sollte festgestellt 
werden, ob sich der IES-bedingte O,-Verbrauch unter dem Einfluß von 
Kobalt verändert. Diese Angaben finden sich in den 4 untersten Zeilen 
von Tabelle 2. Die Differenzen der Atmungsgeschwindigkeit sind hier 
in ul O,/Std angegeben. 

Wie Tabelle 2 zeigt, weichen die Beträge der IES-bedingten Förde- 
rung mit Kobalt (9. u. 11. Zeile) von denen ohne Kobalt (10. u. 12. Zeile) 
nicht wesentlich ab. Der Unterschied beträgt maximal 3 ul O,/Std, eine 
Differenz, die nur mit einer sehr großen Anzahl von Versuchen gesichert 
werden könnte. Anders liegen die Verhältnisse natürlich, wenn man 
die IES-bedingte Atmungsförderung in Prozenten der jeweiligen Wasser- 
bzw. Kobalt-Kontrolle ausdrücken wollte. Durch die kobaltbedingte 
Atmungshemmung erniedrigt sich der Wert der Bezugsgröße für den 
IES-Effekt in Gegenwart von Kobalt und führt dadurch zu einer Er- 
höhung der Prozentangaben. 

Wenn in Gegenwart von Kobalt der IES-bedingte O,-Verbrauch 
unverändert bleibt, gleichzeitig aber der sonstige Energieumsatz um 
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5—10% reduziert wird, so bedeutet dies nur, daß in Gegenwart von 
. wachstumsfördernden Konzentrationen von Kobalt die allgemeine Co**- 
bedingte Hemmung der Atmung noch nicht so groß ist, daß die Zellen 
nicht mehr in der Lage wären, den IES-induzierten Energiebedarf zu 
decken. Wichtig ist jedenfalls, daß der wuchsstoffbedingte O,-Verbrauch 
unter wachstumsfördernden Co**-Konzentrationen nicht proportional 
zur Hemmung des Gesamtumsatzes reduziert wird. Aus den Zahlen der 
Tabelle 2 ist eher eine leichte Steigerung der wuchsstoffinduzierten 
Atmung in Gegenwart von Kobalt zu entnehmen. Die geringfügigen 
Abweichungen sind aber wahrscheinlich nur zufälliger Natur. 
Zusammenfassend läßt sich über die Ergebnisse der Wachstums- 
und Atmungsversuche sagen, daß die Wirkung von Kobalt prinzipiell 
in einer Hemmung besteht. In irgendeiner Weise wird der normale 
Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit durch Kobalt verlangsamt. Faßt 
man die Kobaltwirkung als Hemmung auf, so wird auch die Tatsache 
verständlich, daß Kobalt nicht wie andere wachstumsfördernde Sub- 
stanzen den O,-Verbrauch der Zylinder fördert sondern vermindert. 


2. Substanzeinbau in die säureunlösliche Fraktion der Zellwand 


Eine verlockende Möglichkeit die Kobaltwirkung zu deuten, ist 
zweifellos die Annahme, daß Kobalt den Einbau von Substanzen in 
die Zellwand hemmt. Dabei müßte man voraussetzen, daß der normale 
Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit durch diezunehmende Verfestigung 
der Zellwand während der Streckung bedingt wird und daß diese Ver- 
festigung der Wand wesentlich von der Synthese von Wandmaterial 
abhängt. Auf Grund dieser Gedankengänge lag es nahe, den Substanz- 
einbau in die Zellwand unmittelbar zu messen. 

Zunächst wurde versucht, Kohlenstoffbilanzen (KANDLER 1953; Busse u. 
KANDLER 1956) aufzustellen. Es ergab sich aber, daß die Zylinder durch die not- 
wendige Vorbehandlungszeit von mindestens 10 Std (vgl. Abb. 2) bereits mit 
Mikroorganismen infiziert sind. Diese vermehren sich in den Zuckerlösungen 
rasch und verfälschen die Kohlenstoffbilanz. Da für die Beurteilung der Co*+- 
Wirkung nur gleichzeitig aufgestellte Bilanzen herangezogen werden können, 
blieben von einer größeren Versuchsserie nur wenige brauchbare Einzelversuche 
übrig, deren Ergebnisse aber auch nicht sehr gut miteinander übereinstimmten. 

Es war sowieso unsicher, ob der Gesamteinbau die vermutete Einbauhemmung 
in die Zellwand widerspiegelt. Immerhin wäre es denkbar, daß in Gegenwart 
von Kobalt vorwiegend der Einbau in die Wand gehemmt wird, daß aber der Ein- 
bau in die Reservesubstanzen unvermindert weiterläuft. Umgekehrt hätte auch 
eine bedeutende Hemmung des Gesamteinbaus nicht bewiesen, daß die Wand- 
substanzen anteilmäßig betroffen sind. Daher wurde versucht, die Zellwand- 
substanzen zu extrahieren und ihre Zunahme während des Wachstums zu wiegen. 


Die alkoholunlöslichen Bestandteile von 100 frisch geschnittenen 
Zylindern wiegen etwa 30—35 mg. Davon sind 12—15 mg Protein. 
Analysiert man jeweils eine Ausgangsprobe und noch 3 Behandlungen, 
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so braucht man bereits 400 Zylinder. Für die Trennung in die haupt- 
sächlichsten Wandsubstanzen Pektin, Hemicellulosen und Cellulose 
reichen aber 20 mg, vor allem wenn man auf Wägungen angewiesen 
ist, nicht aus. Bereits eine Verdoppelung der pro Ansatz verwendeten 
Zylinder bedingt einen Arbeitsaufwand, den ein einzelner in Serien- 
versuchen nur mit Mühe bewältigen könnte. Es war daher notwendig, 
die Analyse auf eine bestimmte Zellfraktion zu beschränken. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich der in 0,05 n Säure 
unlösliche Anteil der Zellwand untersucht. Diese Fraktion enthält einen 
Großteil der Hemicellulosen und der «-Cellulose (BısHoP u. Mitarb. 1958). 
Es war anzunehmen, daß gerade sie 
für die Verfestigung der Zellwand von 
besonderer Bedeutung sein würden. 
Diese Fraktion macht allerdings nur 
50—60% der gesamten Zellwand- 
substanz aus. 

Bei diesen Versuchen wurden die 
Zylinder wiederum in Petrischalen mit 
IES 1075 m und Co** 10° m in Gegen- 
0 8 6 & 21% wart von Saccharose verschieden lang 
Abe ah Saree: # Kan eg eg behandelt. Im Unterschied zu den bis- 

Tabelle 4 herigen Versuchen wurden sie während 

dieser Zeit auf einer Schüttelmaschine 

geschüttelt. AnschlieBend wurden die Längen von je 20 Zylindern pro 

Ansatz gemessen. Die Zylinder wurden dann mit heiBem 85%igen Al- 

kohol und Aceton extrahiert. Bei 105° C getrocknet blieben die Zylinder 

fast rein weiß. Sie wurden gewogen, zerrieben und mit 50 ml 0,05 n 

H,SO, auf dem Wasserbad extrahiert und der Riickstand in Filtertiegeln 
abfiltriert und gewogen (Einzelheiten s. Methodik). 

In Abb. 3 ist aus einigen Versuchen der zeitliche Verlauf des Wachs- 
tums der hier verwendeten Zylinder zusammengestellt. Es handelt sich 
also nicht um Messungen an ein und denselben Zylindern, sondern 
jedes Punktepaar stammt aus einem Versuch. Der Kurvenverlauf ent- 
spricht ungefähr demjenigen von Abb. 2b, doch zeigt sich, daß das 
Schütteln einen gewissen Einfluß auf das Wachstum ausübt. Während 
die nichtgeschüttelten Zylinder (Abb. 2a—c) nach 6 Std einen Zuwachs 
von 4mm aufwiesen, ergibt sich hier ein Zuwachs von 6mm. Noch 
deutlicher wird der Einfluß des Schüttelns, wenn man den Einbau in 
die säureunlösliche Fraktion der Zellwand betrachtet. Bei dem nicht- 
geschüttelten Versuch 54 (Tabelle 4) beträgt der Substanzeinbau nur 
etwa 1/, desjenigen bei den vergleichbaren, geschüttelten Ansätzen 
(Tabelle 1, 64, 67, 58). Bisher galt es allgemein als nicht notwendig, bei 
Wachstumsversuchen zu schütteln, sofern die Zylinder die Oberfläche 
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des Mediums durchbrechen. Soweit es die O,-Versorgung angeht, mag 
dies richtig sein. Die Substratversorgung wird aber nur durch Schütteln 
gewährleistet. 

Tabelle 4 gibt die Versuche über den Einbau von Substrat in die 
säureunlösliche Fraktion der Zellwand wieder. Aus Spalte 4 ist die Menge 
säureunlöslicher, proteinfreier Wandsubstanz pro 100 Zylinder zu er- 
sehen. Aus Spalte 5 ergibt sich der während des Versuchs stattgefundene 
Einbau in diese Fraktion. Spalte 6 zeigt die Wirkung des Kobalts auf 
die Streckung, ausgedrückt in Prozenten der Endlänge der Co**- 
freien Kontrolle. Die Einzelversuche der Tabelle 4 sind von unten nach 
oben nach zunehmender Co**-bedingter Wachstumsförderung (Spalte 6) 
geordnet, was ungefähr einer Anordnung nach der Versuchsdauer ent- 
spricht. Bezüglich Versuch 54 siehe oben. Bei den Versuchen 54, 62 
und 60, ergibt sich die behauptete, kobaltbedingte Einbauhemmung un- 
mittelbar aus Spalte 5. Bei den kurzfristigen Versuchen ist sie nicht 
nachzuweisen, was aber bei dem geringfügigen Gesamteinbau daran 
liegen dürfte, daß die selbstverständlich recht kleinen Differenzen 
zwischen den Ansätzen mit und ohne Kobalt aus rein methodischen 
Gründen nicht zu erfassen waren. Bei den langfristigen Versuchen 
(67, 58, 60,) findet sich dagegen bei den Proben mit Kobalt mehr säure- 
unlösliche Substanz als bei den Kontrollen. 

Diese Vermehrung der Wandsubstanz bei langfristigen Versuchen 
kann nur eine Folge der größeren Streckung sein. Es muß angenommen 
werden, daß die Einbaugeschwindigkeit entscheidend davon abhängt, 
wie groß die Fläche ist, auf der Substanz auf- bzw. eingelagert werden 
soll. Die Dehnung der Zellwand ermöglicht also eine vermehrte Intus- 
susception. Ein Hinweis dafür, daß der Substanzeinbau durch die 
Streckung bzw. Wandflächenvergrößerung gefördert wird, ergibt sich 
aus Tabelle 5. In ihr ist der Einbau in die säureunlösliche Fraktion 
mit und ohne IES dargestellt. Dieser Einbau ist in Gegenwart von 
Wuchsstoff um mindestens 30% erhöht. 

In Tabelle 4, Spalte 7, ist die Wandsubstanzmenge pro Längen- 
einheit berechnet. In Spalte 8 sind die Werte in Prozenten der jeweiligen 
Ausgangsprobe angegeben. Der Quotient wurde als ,,Wanddicke“ be- 
zeichnet, wobei man sich im klaren sein muß, daß der Berechnung nicht 
die gesamte Wandsubstanz, sondern nur der schwerlösliche Anteil zu- 
grunde liegt. 

Die ‚‚Wanddicke‘“ ist in Gegenwart von Kobalt durchgehend geringer 
als bei den kobaltfreien Kontrollen. Die Differenzen zwischen den beiden 
Behandlungen vergrößern sich mit zunehmender Länge. Weiter fällt auf, 
daß die Werte etwa bei Versuch 60 ein Minimum durchlaufen. Versuch 54 
kann dabei nicht gewertet werden, da er aus den angegebenen Gründen 
gerade in diesem Zusammenhang von den übrigen stark abweicht. 


3* 
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Tabelle 4. Substanzeinbau in die säureunlösliche Fraktion der Zellwand. LES 105 m, 
Co** 10-4 m, Saccharose 1%, pu 6,0. Länge der verwendeten Koleoptilen 1,5—2,2 cm. 








Stälhafer 
1 2 3 4 5 6 7 | 8 
Versuchs- Säure Co**-be- | „Wanddicke“ 





unlösliche | Einbau in] dingte ; 
Wand- | die säure-| Längen- | mg | in % 
nN hm. 

































































a Behandlung Länge] substanz | unlôsliche Säure-| der 

Nr.| Dauer pro 100 | Fraktion in unlös- | Aus- 
Zylinder % der liches | gangs- 

Std mm mg mg Kontrollen] je mm | probe 

60,| 36,0 | Ausgangsprobe | 10,00 | 11,79 — 1,18 | 100,0 
— Co 20,10] 23,18 11,39 1,15 | 97,4 

+ Co 27,47 | 25,19 14,40 136,6 | 0,92 | 78,0 

58 | 22,5 | Ausgangsprobe | 10,00 9,38 0,94 | 100,0 
— Co 21,07 | 15,27 5,89 0,73 | 77,6 

+ Co 25,37 | 15,95 6,57 120,5 | 0,63 | 67,0 

67 | 22,5 | Ausgangsprobe | 10,00 8,89 — 0,89 | 100,0 
— Co 20,00 | 14,79 5,90 0,74 | 83,3 

+ Co 24,00 | 15,72 6,83 120,0 | 0,65 | 73,0 

64 | 20,0 | Ausgangsprobe | 10,00 9,46 — 0,95 | 100,0 
— Co 20,82 | 14,51 5,05 0,70 | 73,7 

+ Co 22,00 | 14,79 5,33 108,5 | 0,67 | 70,6 

60,| 11,5 | Ausgangsprobe | 10,00 | 11,79 — 1,18 | 100,0 
— Co 17,72] 15,82 4,04 0,89 | 75,4 

+ Co 19,15 | 14,92 3,13 108,0 | 0,78 | 66,2 

62 | 14,0 | Ausgangsprobe | 10,00 | 11,60 — 1,16 | 100,0 
— Co 19,22] 15,15 3,55 0,79 | 69,0 

+ Co 20,07 | 13,75 2,15 104,6 | 0,69 | 59,4 

54*| 22,5 | Ausgangsprobe | 10,00 9,78 — 0,96 | 100,0 
— Co 21,35 | 11,87 2,09 0,56 | 58,4 

+ Co 22,07 | 10,11 1,33 103,0 | 0,46 | 47,9 

74 | 6,0 | Ausgangsprobe | 10,00 9,00 — 0,90 | 100,0 
— Co 15,68 | 10,63 1,63 0,67 | 74,5 

+ Co 16,27 | 10,60 1,60 104,0 | 0,65 | 72,2 

68 | 5,5 | Ausgangsprobe | 10,00 9,41 — 0,94 | 100,0 
— Co 14,67 | 10,82 1,42 0,74 | 78,7 

+ Co 15,15} 11,06 1,65 103,3 | 0,73 | 77,7 

73 | 4,5 | Ausgangsprobe | 10,00 8,78 — 0,88 | 100,0 
— Co 14,45 | 10,32, 1,54 0,71 | 80,7 

+ Co 14,55 | 10,16 1,38 100,6 | 0,70 | 79,4 

72 | 3,0 | Ausgangsprobe | 10,00 9,12 — 0,91 | 100,0 
— Co 13,27 9,82 0,70 0,74 | 81,3 

+ Co 13,35 9,60 0,48 100,5 0,72 | 79,7 


* Zylinder wurden während der Behandlung nicht geschüttelt. 


In Abb. 4 sind die Werte für die „Wanddicke‘“ (Tabelle 4, Spalte 8) 
gegen die jeweiligen Längen aufgetragen. Man erkennt, daß die Sub- 
stanzmenge pro mm auch bei den kobaltfreien Kontrollen während 
der Streckung keineswegs konstant bleiben. Ausgehend von dem Wert 
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der Ausgangsprobe (100%) sinkt sie während einer Verlängerung um 
3mm auf 80% ab und fallt dann stetig. Solange die kobaltbedingte 
Wachstumsförderung noch nicht einsetzt, sind die beiden Behandlungen 
mit und ohne Kobalt nicht zu unterscheiden. Bei einer Länge von 
etwa 17 mm beginnen sich dann die beiden Kurven zu trennen. Infolge 
der abnehmenden Zuwachsrate ist die Geschwindigkeit des Einbaus 
bei den kobaltfreien Kontrollen jetzt größer als die Geschwindigkeit 
der Flächenzunahme. Die Wand wird wieder verstärkt. Die ,,Wand- 
dicke‘‘ der mit Kobalt behandelten Proben sinkt jedoch noch weiter. 
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Abb. 4. „Wanddicke‘ (mg säureunlösliche Wandsubstanz je mm) in ‚Abhängigkeit von der 
Länge der Zylinder. Alle Angaben wie in Tabelle 4. e—e —Cott, x———x +Cott 
® Wert nicht aus Tabelle 4 (vgl. Text) 


Dies ist einerseits auf die Einbauhemmung, andererseits auf den lang- 
sameren Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit zurückzuführen. Der 
Umkehrpunkt der Kurve liegt bei niedrigeren Werten fiir die ,,Wand- 
dicke‘‘, und außerdem erfolgt der Wiederanstieg langsamer als bei den 
Kontrollen. Daß die Kurve für Kobalt ebenso wie bei den Kontrollen 
gegen Ende der Streckung wieder steil ansteigt, hätte sich aus den Zahlen 
der Tabelle 4 nicht nachweisen lassen. Abb. 4 wurde daher noch durch 
einen Punkt aus einem sehr langfristigen Versuch (48 Std) ergänzt, bei 
dem keine kobaltfreien Kontrollen mitgeführt wurden. Der sich daraus 
ergebende ungefähre Kurvenverlauf wurde punktiert in Abb.4 ein- 
gezeichnet. 

Faßt man die Ergebnisse dieses Abschnittes zusammen, dann erhält 
man folgendes Bild. Bei hoher Streckungsgeschwindigkeit wird die 
Wand, zumindest soweit es die säureunlöslichen Anteile betrifft, ständig 
dünner. Die Geschwindigkeit des Substanz-Einbaus wird zwar bei 
erhöhter Streckung gefördert (Tabelle 5), mutmaßlich als Folge der 
OberflächenvergrôBerung, jedoch vermag sie der Oberflächenvergröße- 
rung nicht Schritt zu halten. Kobalt hemmt den Einbau von Wand- 
material. Dieser Effekt ist, solange die kobaltbedingte Wachstums- 
förderung noch nicht in Erscheinung tritt, ohne weiteres meßbar. In 
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Tabelle 5. Substanzeinbau in die säureunlösliche Fraktion der Zellwand. IES 105 m, 
Saccharose 1%, pr 6.0. Länge der verwendeten Koleoptilen 1,5—2,2 cm. 















































Stälhafer 
1 2 3 4 5 6 7 | 8 

Versuchs- IES-be- | „Wanddicke“ 

Säure- | Einbau in dingte = 

: unlösliche | die säure-| Längen- mg in % 

PE ‘iene Behandlung Länge| Wand- |unlôsliche | zunahme | Säure | der 
— substanz | Fraktion in unlös- | Aus- 
% der |liches | gangs- 
Std mm mg mg Kontrollen | je mm | probe 
69 | 10,5 | Ausgangsprobe | 10,00 8,14 = 0,81 | 100,0 
—IES 12,05 8,70 0,54 0,72 | 89,9 
+IES 16,82 9,54 1,40 139,5 0,57 | 70,2 
74 6,0 | Ausgangsprobe | 10,00 9,00 — 0,90 | 100,0 
—IES 11,73] 10,11 1,11 0,86 | 94,7 
+IES 15,68 | 10,63 1,63 133,6 0,67 | 74,5 
68 5,5 | Ausgangsprobe | 10,00 9,41 = 0,94 | 100,0 
—IES 11,25} 10,20 0,89 0,91 | 96,8 
+IES 14,67 | 10,82 1,41 130,3 0,74 | 78,7 
73 | 4,5 | Ausgangsprobe | 10,00 8,78 — 0,88 | 100,0 
—IES 11,30 8,96 0,18 0,79 | 89,9 
+IES 14,45] 10,32 1,54 126,9 0,71 80,7 
72 | 3,0 | Ausgangsprobe | 10,00 9,12 — 0,91 | 100,0 
—IES 11,30 9,74 0,62 0,86 | 94,5 
+IES 13,27 9,82 0,70 116,4 0,74 | 81,3 








späteren Stadien der Streckung wird die kobaltbedingte Einbau- 
hemmung durch den fördernden Einfluß der größeren Wandfläche 
kompensiert. Sobald die Streckung der Zylinder im wesentlichen be- 
endet ist, nimmt die Wandsubstanz pro Längeneinheit wieder stark zu. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die unerwartete Tatsache, daß die Wachstumsförderung durch 
Kobalt nicht wie z.B. die IES-bedingte Förderung zu einem bestimmten 
Zeitpunkt nach Versuchsbeginn (Busse u. KANDLER 1956; KOHLER 
1956) auftritt, sondern je nach Alter der Zylinder stets dann, wenn die 
Wachstumsgeschwindigkeit der Wuchsstoffkontrollen langsam gegen 
Null geht (Abb. 2), zwingt zu dem Schluß, daß Kobalt das normale 
Ende der IES-bedingten Streckung verhindert bzw. hinauszögert. Die 
Wachstumsförderung durch Kobalt ist also als Hemmung zu verstehen. 
Infolgedessen kann es auch nicht verwundern, wenn Kobalt gleich- 
zeitig den Gesamt-O,-Verbrauch der Koleoptilzylinder reduziert. Wachs- 
tumsfördernd wären demnach solche Konzentrationen von Kobalt, die 
den Energie- und Stoffwechsel der Zellen nicht so sehr hemmen, daß 
diese nicht mehr in der Lage sind, den zweifellos endergonen Streckungs- 
prozeß durchzuführen (FRENCH u. BEEVERS 1953; Busse u. KANDLER 
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1956). Die IES-bedingte Atmungssteigerung ist daher in Gegenwart 
von Kobalt nicht wesentlich verändert (Tabelle 2). 

“Kobalt muß also hemmend auf einen Vorgang einwirken, der den 
normalen Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit verursacht. Dabei 
müssen folgende Möglichkeiten in Betracht gezogen werden. 

Als Wuchsstoffwirkung wurde verschiedentlich eine Permeabilitäts- 
erniedrigung angenommen (Pont 1953). Es wäre daher denkbar, daß 
das Ende der Streckung durch eine Erniedrigung der Wasserpermeabili- 
tät des Plasmas bedingt wird und daß Kobalt diese Permeabilitäts- 
erniedrigung verzögert. Nachdem aber KETELLAPPER (1953) und ORDIN 
u. Bonner (1956) nachgewiesen haben, daß die Halbwertszeit für den 
Austausch von schwerem Wasser bei der Haferkoleoptile nur 8—10 min 
beträgt, und nachdem selbst bei maximalem Wachstum die Verlängerung 
bzw. die Wasseraufnahme nur 10%/Std ausmacht, muß diese Möglichkeit 
wohl ausscheiden. 

Die Grundlagen der von BonnER, BANDURSKI u. MILLERD (1953) 
vertretenen Hypothese einer IES-bedingten, aktiven Wasseraufnahme 
sind durch Burström (1953) sehr in Frage gestellt. Außerdem kann 
das Erscheinen von Arbeiten aus dem Bonnerschen Institut, in denen 
die Rolle des Turgor beim Streckungswachstum wiederentdeckt wird 
(BoNNER, ORDIN u. CLELAND 1955; ORDIN, APPLEWHITE u. BONNER 
1956), als Widerruf der 1953 geäußerten Ansichten gelten. Ein Co*"- 
Einfluß auf eine IES-bedingte, aktive Wasseraufnahme braucht daher 
nicht berücksichtigt zu werden. 

Das Ende der Streckung könnte auch durch eine zunehmende Ver- 
festigung der Zellwand herbeigeführt werden. Die Wirkung des Kobalts 
bestünde dann darin, daß es den Einbau von Substanz in die Wand 
hemmt und dadurch die Verfestigung der Zellwand verlangsamt. Eine 
solche Einbauhemmung konnte nun zumindest für den Zeitpunkt, zu 
dem die Co**-bedingte Längenförderung einsetzt, nachgewiesen werden 
(Tabelle 4). 

Für die späteren Stunden des Versuchs ist der exakte Nachweis der 
Hemmung vorläufig mangels geeigneter Kontrollen nicht möglich. Nach- 
dem die Streckungsgeschwindigkeit offensichtlich einen Einfluß auf die 
Einbaurate hat (Tabelle 5), kann genaugenommen nur der Einbau gleich 
langer Zylinder miteinander verglichen werden. Für die späteren 
Stunden des Versuchs ist dies aber, eben wegen der Co**-bedingten 
Streckungsförderung, schlecht möglich. Nachdem sich die Befunde über 
die zeitliche Abhängigkeit der Co**-bedingten Wachstumsförderung vom 
Alter der Zylinder, über die Atmungs- und Einbauhemmung so sinnvoll 
ineinanderfügen, dürfte die Unsicherheit bei den langfristigen Ver- 
suchen kein hinreichender Anlaß sein, an der behaupteten Wirkung des 
Kobalts zu zweifeln. 








40 Martin Busse: 


Wachsen Koleoptilzylinder ohne Substratzufuhr, so kann keine er- 
hebliche Vermehrung der Wandsubstanz stattfinden, weil der Starke- 
gehalt etiolierter Koleoptilen nur etwa 1% der alkoholunlöslichen Zell- 
bestandteile ausmacht (BisHor u Mitarb. 1958). Substratzufuhr, die 
einen bedeutenden Einbau von Wandsubstanz bewirkt (Tabelle 4), er- 
höht die erreichbare Endlänge der Zylinder (Abb. 1). Dagegen ist in 
Anwesenheit von Kobalt Einbauhemmung und Zuwachssteigerung ge- 
koppelt. Eine befriedigende Deutung beider Tatbestände findet sich, 
wenn man annimmt, daß die Streckungsfähigkeit der Wand von dem 
mengenmäßigen Anteil einer bestimmten Zellwandfraktion abhängt, 
die für die irreversible Dehnbarkeit der Wand von entscheidender 
Bedeutung ist. Der Aufbau dieser Fraktion, deren Mikrofibrillen pro- 
visorisch als Festigungselemente bezeichnet werden sollen, wäre danach 
die Ursache für den kontinuierlichen Abfall der Wachstumsgeschwindig- 
keit. Bei Substratzufuhr muß entsprechend der ständigen Zunahme der 
Wandsubstanz auch eine größere Menge dieser Festigungselemente syn- 
thetisiert werden, bis sich der Betrag der irreversiblen Dehnbarkeit der 
Wand soweit erniedrigt hat, daß die Zelle das osmotische Gleichgewicht 
erreicht. Die Zeitspanne, während der sich die Zylinder verlängern 
können, ist größer oder, was auf dasselbe herauskommt, der Abfall der 
Wachstumsgeschwindigkeit ist verlangsamt. Werden die Zylinder hin- 
gegen mit Kobalt behandelt, so sind die Polysaccharidsynthesen ge- 
hemmt. Der Aufbau der Festigungselemente ist davon natürlich ebenso 
betroffen wie etwa der Substanzeinbau in Gegenwart von Substrat. 
Es ist leicht einzusehen, daß dies ebenfalls den Abfall der Wachstums- 
rate vermindern muß. 

Die Versuche über die Wirkung des Kobalts auf das Streckungs- 
wachstum haben zu der Annahme geführt, daß für den Verlauf des 
Wachstums eine bestimmte Zellwandfraktion von entscheidender Be- 
deutung ist. Es soll nun untersucht werden, ob auf Grund dieser Vor- 
stellung auch Aussagen über die Wirkung des Wuchsstoffes selbst 
gemacht werden können. 

Soweit bisher bekannt, tritt als erste Auxinwirkung die Erhöhung 
der Streckungsgeschwindigkeit auf. Nach Bonner u. FORSTER (1955) 
steigt die Wachstumsgeschwindigkeit nach Zugabe von Wuchsstoff 
sprunghaft auf ihren Maximalwert an. Busse u. KANDLER (1956) und 
KOHLER (1956) fanden, daß die Streckungsgeschwindigkeit nach etwa 
30 min ihren Maximalwert erreicht. Die Förderung der Atmung durch 
IES tritt sehr viel langsamer in Erscheinung (Busse u. KANDLER 1956). 
Sonstige Auxinwirkungen wie z.B. Substanzeinbau wurden bisher noch 
nicht in kurzfristigen Versuchen gemessen. Einen relativ schnell auf- 
tretenden Auxineffekt fanden MARRE u. Forti (1958). Sie stellten fest, 
daß der ATP-Spiegel IES-behandelter Erbseninternodien im Vergleich 
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zu den Kontrollen rasch ansteigt, wobei das Maximum nach etwa 30 min 
erreicht wird. Diese Auxinwirkung kann aber kaum mit einer unmittel- 
bar IES-bedingten Atmungsförderung in Zusammenhang stehen, wie 
diese Autoren annehmen, da aus den Atmungskurven von MARRE u. 
Forti hervorgeht, daß die IES-induzierte Atmungsförderung erst 
30—40 min später einsetzt. Unserer Meinung nach ist anzunehmen, 
daß die Steigerung des ATP-Spiegels eine Folge des auxin-induzierten 
Stoffwechsels der Zellwandsubstanzen darstellt. 

Nachdem die Verfestigung der Wand den Verlauf des Wachstums, 
d.h. die jeweilige Wachstumsgeschwindigkeit bestimmt und gleichzeitig 
die Änderung der Wachstumsgeschwindigkeit die früheste Wuchsstoff- 
wirkung ist, muß geschlossen werden, daß der Wuchsstoff primär auf 
diejenigen Elemente der Wand einwirkt, die die plastische Dehnbarkeit 
der Zellwand herabsetzen. Auxinfreie Koleoptilzylinder wachsen lang- 
sam und befinden sich nahezu im osmotischen Gleichgewicht. Durch 
Auxinzufuhr werden die Festigungselemente teilweise abgebaut, die 
plastische Dehnbarkeit der Wand nimmt zu (TaGawa u. BONNER 1957; 
CLELAND 1958; für dekapitierte Koleoptilen HEYN 1931), wodurch die 
Streckung eingeleitet wird. Im Verlauf der Streckung wird diese als 
Festigungselemente bezeichnete Wandfraktion wieder aufgebaut, ein 
Vorgang, der sich im Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit spiegelt. 

Es ist vorläufig noch nicht zu entscheiden, ob Auxin auch in die 
Neusynthese der Festigungselemente eingreift. Somit ergibt sich die 
Möglichkeit, daß die Streckung nicht allein durch Wuchsstoff, sondern 
von zwei verschiedenen, einander entgegengerichteten Stoffwechselpro- 
zessen gesteuert wird. Der eine wäre der auxin-bedingte Auslösemecha- 
nismus der Streckung, der mutmaßlich durch Plastizitätserhöhung die 
Voraussetzungen für die Volumzunahme schafft, der andere würde 
durch Verfestigung der Wand die Streckung in gewissen, sozusagen 
biologisch sinnvollen Grenzen halten. Dabei könnte die Geschwindigkeit 
der Wandverfestigung eine Funktion der jeweiligen Zuwachsrate sein. 

Diese Vorstellungen könnten vielleicht eine Arbeitshypothese für 
verschiedene Probleme abgeben. Hemmstoffe können danach entweder 
echte Antiauxine sein, die die Wuchsstoffwirkung aufheben, sie können 
aber ebensogut die Wandverfestigung fördern und dadurch die Streckung 
einschränken. Umgekehrt können scheinbare Synergisten der Auxine 
analog zu Kobalt die Wandverfestigung verlangsamen. Experimentell 
lassen sich solehe Fragen durch eine Untersuchung des zeitlichen Ver- 
laufs der Streckung leicht entscheiden. Möglicherweise wirft die hier 
vorgetragene Auffassung auch neues Licht auf die Frage des Etiolements. 
Wenn man annimmt, daß im Dunkeln die Wandverfestigung langsamer 
vor sich geht als im Licht, so ließe sich verstehen, warum etiolierte 
Sprosse gegen Wuchsstoff empfindlicher sind, obwohl sie wegen der 
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fehlenden photolytischen Auxinzerstérung (BRAUNER 1953; BRAUNER 
u. BRAUNER 1954) einen höheren Auxinspiegel haben sollen als grüne 
Pflanzen. 

Die mit Kobalt erzielten Ergebnisse geben unserer Meinung nach Ver- 
anlassung, nach einer Zellwandfraktion zu suchen, die die mechanischen 
Eigenschaften der Wand bestimmt. Dabei bleibt natürlich offen, ob es 
sich hier um bestimmte Polysaccharide handelt, die sich mit chemischen 
Methoden von den übrigen Wandsubstanzen abtrennen lassen. Möglicher- 
weise handelt es sich entsprechend den Vorstellungen von WARDROP 
(1955) um morphologische Einheiten in der Nähe aktiver Zentren der 
wachsenden Zellwand. 

Zusammenfassung 

1. An Koleoptilzylindern von Avena wurde die Wirkung von Kobalt- 
ionen auf Streckung und Atmung in Abhängigkeit von der Kobalt- 
konzentration und der Zeit untersucht. Ferner wurde der Einfluß von 
Kobalt auf den Einbau von Wandsubstanz in die in 0,05n H,SO, un- 
lösliche Fraktion der Zellwand festgestellt. 

2. Es ergab sich, daß die IES-bedingte Streckung der Zylinder durch 
Kobalt maximal um 40—60% gefördert wird. Der O,-Verbrauch der 
Zylinder wird gleichzeitig um 5—10% gehemmt. 

3. Die kobaltbedingte Wachstumsförderung tritt erst dann in Er- 
scheinung, wenn die kobaltfreien Kontrollen ihr Wachstum nahezu ein- 
gestellt haben. Bei Zylindern aus alten Koleoptilen ist dies früher der 
Fall als bei solchen aus jungen Zylindern. 

4. Zu dem Zeitpunkt, zu dem die kobaltbedingte Wachstums- 
förderung auftritt, ist der Einbau von Substanz in die säureunlösliche 
Fraktion der Zellwand gehemmt. 

5. Die Kobaltwirkung wird auf Grund dieser Befunde als eine Hem- 
mung derjenigen Prozesse angesehen, die normalerweise das Ende der 
IES-induzierten Streckung durch einen stetigen Abfall der Wachstums- 
geschwindigkeit herbeiführen. Es wird angenommen, daß dieser Abfall 
der Streckungsgeschwindigkeit durch eine zunehmende Verfestigung der 
Wand hervorgerufen wird und daß die kobaltbedingte Hemmung des 
Substanzeinbaus diese Wandverfestigung verlangsamt. 

6. Ein Vergleich der Kobaltwirkung mit der Wirkung von Substrat 
auf Wachstum und Substanzeinbau führt zu dem Schluß, daß die Wachs- 
tumsfähigkeit der Zellen der Koleoptile entscheidend von einer bestimm- 
ten Zellwandfraktion abhängt. Die Bedeutung dieser Annahme für das 
Problem der primären Wuchsstoffwirkung wird diskutiert. 

Herrn Prof. Dr. BRAUNER danke ich für sein stetes Interesse an dem Fort- 
gang dieser Arbeit. Mein besonderer Dank gilt den Studierenden Frl. D. Fucus, 


Herrn A. BRESINSKY1, Herrn A. Hamm und Herrn W. PRoPACH, die mich abwech- 
selnd bei der Durchführung der Versuche unterstützten. 
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PHOTOPERIODIC CYCLES OF DIFFERENT LENGTHS 
IN RELATION TO FLOWERING IN BILOXI SOYBEAN 
(GLYCINE MAX L.; MERR.) 
By 
K.K. Nanpa and K. C. HAMNER 
With 1 Figure in the Text 
(Eingegangen am 20. Dezember 1958 ) 


HAMNER and BoNNER (1938), Hamner (1940), Mann (1941), and 
SNYDER (1940) have shown that in Xanthium pennsylvanicum a single 
long dark period will cause the plant to flower if preceded by an adequate 
light period. The response, however, is more rapid and more female 
inflorescences are produced if several inductive cycles are given. In the 
case of soybean, however, at least three photo-inductive cycles (each 
consisting of a short light period and a long dark period) are required to 
produce floral primordia in all the plants (BORTHWICK and PARKER 
1938, HAMNER 1940). It has been shown that the rate of floral develop- 
ment depends upon the number of cycles of treatment (BORTHWICK and 
PARKER 1938). HAMNER (1940) and BLANEY and HAMNER (1957) have 
further shown that the total number of floral nodes formed increases 
almost in direct proportion to the number of photoinductive cycles of 
treatment. Lone (1939) showed that the short day cycles must be given 
in direct succession to induce flowering and that flowering will not occur 
if favourable inductive cycles are separated by one or more noninductive 
cycles. 

During the course of investigations on the effect of varying lengths 
of the photoperiod and the dark period on the flowering response of 
Biloxi soybean, it has been shown that an endogenous rhythm markedly 
affects the photoperiodic response of this plant (BLANEY and HAMNER 
1957, Nanpa and HAMNER 1955, 1958). Thus, with eight hour light 
periods in each cycle, the floral initiation showed maxima with cycle 
lengths of 24, 48 and 72 hours and minima with cycle lengths of 36 and 
60 hours. It was also found that, while the values of the three maxima 
reached more or less the same level, the minimum value with a cycle 
length of 60 hours was much greater than that with 36 hour cycle length. 
In fact plants exposed to 36 hour cycles showed complete lack of flower 
bud initiation in most of the experiments. On the basis of these results 
it was postulated that the rhythmical process (which is of 24 hour 








46 K. K. Nanna and K. C. Hamner: 


duration at ordinary temperature) which affects the photoperiodic re- 
sponse of this plant, is inhibitory in nature and, thus, the flowering in 
Biloxi soybean is the net result of the balance between the tlowering 
stimulus ‘C’ (which is formed by the interaction of the high intensity 
light substance(s) ‘A’ and the dark reaction(s) ‘B’ — Hamner 1940) 
and the rhythmical inhibitory process with phases of increasing and 
decreasing ability to inhibit the floral stimulus ‘C’ (NANDA and HAMNER 
1955, 1958). In order to further elucidate the nature of this rhythmical 
process, it was considered of interest to investigate (1) how these 36 hour 
cycles (consisting of 8 hours of light period and 28 hours of dark period) 
which have been found to be unfavourable for floral induction, affect 
the flowering response when these are intercalated between the favour- 
able 24 hour cycles (consisting of 8 hours of light period and 16 hours 
of dark period), and secondly if the 24 hour duration of the rhythm 
which is found in these experiments is due to genetic factors or it is due 
to the fact that plants receive a 24 hour diurnal variation of light and 
darkness in the greenhouse before they are exposed to the photoinductive 
cycles. 
Experimental Procedure 

Biloxi soybean (Glycine max L; MERR.) seed used in these experiments was 
generously supplied by Dr. H. A. Borruwick, Principal Plant Physiologist, United 
States Department of Agriculture, Beltsville, Maryland. Seeds were sown in 4” 
unglazed earthen pots containing friable sterilized soil. In Experiment 1.the pots 
were kept in the greenhouse under long day illumination (about 20 hours of light 
and 4 hours of darkness), while in Experiment 2 half of them were kept in the green- 
house and the other half were kept in a chamber to receive 36 hour cycles (8 hours 
of light and 28 hours of dark period) from the time of planting. The pots were 
adequately manured and were inoculated with root nodule bacteria. After the first 
primary leaf had fully expanded in most of the pots the seedlings were thinned to 
leave two uniform plants in each pot. When the third trifoliate leaf was fully 
expanded pots were divided into groups and were given the photoperiodic treatments 
as listed below in each experiment. After the respective photoperiodic treatments, 
each group was removed to the greenhouse and kept under long day conditions for 
35 days after which they were dissected to determine the number of nodes showing 
flower bud initiation. A battery of slim-line cool white fluorescent tubes providing 
an illumination of about 1,000 foot candles (as measured with a Weston foot candle 
meter) at the upper leaf surface were used to give photoperiods of the desired dura- 
tions. Similar illumination was used for the light period in the chamber where 
the plants received 36 hour cycles in Experiment 2. The temperature under these 
lamps was about 27° C and remained fairly uniform. Dark treatment was provided 
in dark chambers under normal daily temperature in the basement (27° C). 


Experimentation and Results 


Experiment No. 1. Seeds of Biloxi soybean were sown in a greenhouse under 
long day illumination on December 30, 1955. On February 2, 1956, sixty eight 
of these pots, with two plants in each, were transferred to the basement and were 
exposed to 8 hours of illumination at 27° C. After the completion of the photo- 
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period pots were divided into two lots. In the first lot there were nine groups of 
4 pots each. These were transferred to the dark chamber and were exposed to 8, 12, 
16, 20, 28, 32, 40, 52, and 64 hours of darkness respectively. Each group received 
7 cycles of 8 hours of illumination and the respective duration of darkness. In lot IT, 
eight groups of 4 pots each were exposed to varying numbers of 24 and 36 hour 
cycles (consisting of 8 hours of illumination and remaining period of darkness) 
either singly or in combination. 


Thus groups 10 and 11 received No.of NWodes 
3 and 4 cycles of 24 hour duration Group 8 cycles Flowering 
respectively, while, on the other / Css / 4 
hand, groups 12 and 13 received ? Lofi " le 
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of 36 hour duration. On the other F * 
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cycles as in groups 14 and 15. 
The only difference in the plants 
of groups 16 and 17 was that 
while in the former the first 
cycle was of 24 hour duration 
and therefore the last one of 
36 hour duration, in the latter 
the first cycle was of 36 hour 
duration and the last one of 
24 hour duration. 


Fig. 1. Lot I: Effect of seven cycles each consisting 
of 8 hour photoperiod and dark periods of 8 to 
64 hours duration, on the number of nodes con- 
taining flower buds in 8 plants. Lot II: Effect of 
varying numbers of 24 and 36 hour cycles (each 
consisting of 8 hours of photoperiod and the re- 
maining period of darkness) either singly or in com- 
bination, on the number of nodes containing flower 
buds in 8 plants. Empty rectangles represent the 
length of the photoperiod while the blackened ones 
the length of the dark period 


The various treatments along with the total number of nodes showing 








floral bud initiation in 8 plants are shown in Fig. 1. The results of lot I 
show that the flower bud initiation exhibits a rhythmical pattern with 
an increase in the length of the photoperiodic cycle. Thus the flower bud 
initiation changes with cycle length, with maximum responses at cycle 
lengths of 24, 48 and 72 hours and with minimum responses at cycle 
lengths of 36 and 60 hours. These results, thus, corroborate the findings 
of the previous experiments (NANDA and HAMNER 1955, 1958) and lend 
further support to the idea that an endogenous rhythm at times promoting 
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and at times inhibiting the photoperiodic response of this plant was 
operating in these experiments. It may be noted that the values of 
number of nodes showing floral initiation reach more or less the same 
level at the three maxima with cycle lengths of 24, 48, and 72 hours. 
The values of the minima with cycle lengths of 36 and 60 hours, however, 
differ appreciably. Thus the value is much higher in plants receiving a 
eycle length of 60 hours as compared to that of plants exposed to 36 
hour cycle length. This point will be discussed later. 

In lot II plants of groups 12 and 13 (Fig. 1) which received 3 and 4 
cycles of 36 hour duration respectively, show no flower bud initiation at 
all. Even seven such cycles cause flower bud initiation only in one node 
(Group 5 of lot I). Flower bud initiation is, however, shown by plants of 
Groups 10 and 11 which received 3 and 4 cycles respectively of 24 hour 
duration. The floral initiation takes place even in groups 14 and 15 where 
plants were exposed to 24 and 36 hour cycles alternately, in spite of the 
fact that 36 hour cycles alone are unfavourable for flower bud initiation 
(Groups 12 and 13). The total number of flower buds initiated in plants of 
these groups is not lower than those which received a corresponding number 
of 24 hour cycles only (Groups 10 and 11). This indicates that the 36 hour 
cycles do not nullify the effect of the 24 hour cycles. This is further suppor- 
ted by the results of Groups 16 and 17 where seven 36 hour cycles alter- 
nating with 24 hour cycles not only do not inhibit the number of nodes 
showing flower bud initiation but actually increase it to much higher level 
than that in plants exposed to seven 24 hour cycles only (Group 3 of lot I). 

Experiment No. 2. This experiment was actually designed to find out 
if the 24 hour rhythm exhibited by this plant in its photoperiodic re- 
sponse is due to genetic factors or it is merely due to the fact that the 
plants are kept under a diurnal variation of light and darkness of 24 hour 
duration in the greenhouse before these are carried to receive the desired 
photoperiodic treatment. Seeds were, thus, sown in 40 pots on Febru- 
ary 21, 1956 and were immediately divided into two lots. Twenty pots 
of the first lot were transferred to a chamber to receive 36 hour cycles 
consisting of 8 hours of high-intensity light and 28 hours of dark period 
from the very beginning, while twenty pots of lot II were left behind 
in the greenhouse under long day (consisting of a 20 hour light period and 
a 4 hour dark period). On April 8, 1956 each lot was divided into 2 groups . 
of 10 pots each. Group 1 of lot I was exposed to seven 24 hour cycles 
(8 hours light and 16 hours dark) while group 2 of this lot was left behind 
to receive 7 more of the 36 hour cycles. Similarly inlot IT plants of group 1 
were exposed to seven 24 hour cycles while those of group 2 were given 
seven 36 hour cycles. After the respective photoperiodic treatments, 
plants of both the lots were transferred to the greenhouse under long day 
conditions and were dissected after 35 days in each case. 
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It was found that in group 2 of lot II, where plants received seven 
36 hour cycles after they were kept in the greenhouse, there was no flower 
bud initiation. In group 1 of this lot (receiving seven 24 hour cycles after 
growing in long day in the greenhouse) there were 44 nodes which showed 
flower bud initiation in 10 plants dissected. Plants of both the groups of 
lot I, which were kept under 36 hour cycles from the very beginning, grew 
poorly during their stay under such conditions but regained vigorous 
growth after these were transferred to the greenhouse. All the nodes on 
these plants showed flower bud initiation. In fact not only flower buds 
were initiated but flowers actually opened at a number of nodes on each of 
these plants. It is thus evident that 36 hour cycles are not non-induc- 
tive and that flowering takes place when plants are exposed to a sufficient 
number of such cycles. 


General Discussion 


The results presented in lot I of Experiment 1 of this paper cor- 
roborate the findings presented previously (BLANEY and HAMNER 1957, 
NanDA and HAMNER 1955, 1958, 1959) and show the participation of 
an endogenous rhythm in the photoperiodic reaction of Biloxi soybean. It 
is also clear from these results that the oscillations of this rhythm tend to 
decrease gradually with the length of the cycle. This decrease in oscilla- 
tions appears to be due to the rising level of the minima and not due to 
the falling level of maxima with increase in the length of the cycle. 
Thus, the flowering in Biloxi soybean seems to be the net result of the 
balance between the flowering stimulus ‘C’ (HAMNER 1940) and the 
rhythmical inhibitory process. The alternating phases of increasing and 
decreasing inhibition appear to be of 24 hour duration at ordinary 
temperature, so that the level of flowering attained in plants exposed 
to a given cycle will be dependent on whether the given cycle length falls 
in the increasing or decreasing inhibitory phase of this process. The 
flowering stimulus ‘C’, presumably, is inhibited to the greatest extent 
with cycle lengths of 12, 36 and 60 hours where minimum initiations occur 
and to the least extent with cycle lengths of 24, 48 and 72 hours which 
show maximum values (lot I of Fig. 1). 

That flowering in Biloxi soybean is the net result of balance between 
the flowering stimulus ‘C’ and the rhythmical inhibitory process is also 
indicated by the fact that, while flower bud initiation takes place when 
plants are exposed to only three 24 hour cycles (Group 10 of lot II in 
Fig. 1), flower buds are hardly initiated even when plants are exposed to 
seven 36 hour cycles (Group 5 of lot I in Fig. 1). It is postulated that, 
in 24 hour cycles where the rhythmical inhibition is minimum, the floral 
stimulus ‘C’ is accumulated rapidly and that the critical level above which 
flowering can be induced is reached in three cycles. With 36 hour cycles 
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where the inhibition is at its maximum, there is nearly a balance between 
the flowering stimulus ‘C’ and the inhibitory process and consequently the 
floral stimulus does not accumulate to the critical level even when plants 
are exposed to seven 36 hour cycles. Experiment 2 which was actually 
performed with a different objective in view, substantiates this point. 
It is seen that floral bud initiation takes place in both the groups of 
lot I, where plants were kept under 36 hour cycles from the time of 
sowing. It clearly means that the 36 hour cycles are not non-inductive, 
although the floral stimulus accumulates at a much slower rate under 
this cycle length as compared with that under 24 hour cycles, so that the 
critical level is reached only if the plants are exposed to more than seven 
36 hour cycles. The fact that flowering occurs even when plants are 
exposed to 36 hour cycles, where the inhibition of the floral stimulus is 
maximum, indicates that the formation of the flowering stimulus ‘C’ is 
more than that can be inhibited or inactivated by the inhibitory process 
even when it is at its maximum level, so that there is some accumulation 
of the same with each cycle. This point is further borne out by the fact 
that, in plants of groups 16 and 17 of lot II (Experiment 1) which received 
seven 36 hour cycles in addition to seven 24 hour cycles, the number of 
nodes showing flower buds is 58 and 52 respectively as compared with 
only 32 in plants exposed to seven 24 hour cycles only (Group 3 of lot I 
in Fig. 1). This higher level of flowering in the plants of the former two 
treatments is apparently due to the additional floral stimulus that accu- 
mulates with seven 36 hour cycles over and above that which accumulates 
with seven 24 hour cycles. 

The existence of inhibitory effects in plants has been postulated by 
some workers previously. Lane (1942) has suggested an inhibitory action 
of leaves for the long day plant Hyoscyamus niger to explain its flowering 
when defoliated under short day conditions. WAREING (1954) has also 
interpreted some experiments on the effect of light breaks in long dark 
periods by suggesting that an inhibitor is formed. More recently SCHWABE 
(1956) has also provided evidence cf the inhibitory effect of long days 
in his experiments on Kalanchoe blossfeldiana in which periods of short day 
treatment were interrupted by intercalated long days. It was found 
that single long days intercalated between numbers of short days have a 
positive inhibitory effect on floral initiation and were not merely ineffec- 
tive. One unfavourable long day cycle was estimated to annul the effect 
of about 1!/,—2 favourable short day cycles. It was further shown that 
this inhibition is not additive and no accumulation takes place if a 
number of long days succeed one another. The 36 hour cycles used in the 
present experiments, therefore, differ in their effect from the non- 
inductive long days used to intercalate short days by ScHWABE (1956). 
This difference in the two cases appears to be due to the fact that, in 
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36 hour cycles while both the production of flowering stimulus ‘C’ and the 
inhibitory process are going on side by side, the net result is the accumu- 
lation of the floral stimulus, even though it may be in very small quanti- 
ties (due to inhibition being maximum under this 36 hour cycle). Under 
long day conditions the floral stimulus ‘C’ is not formed at all due to the 
lack of the dark reaction ‘B’ (HAMNER 1940). It may be pointed out 
here that the rhythmical response in flowering exhibited by Biloxi 
soybean when exposed to 8 hour photoperiod and dark periods varying 
from 8—64 hours, can not be explained on the scheme proposed by 
SCHWABE (1956) to explain his results on Kalanchoe blossfeldiana. 


Summary 

1. Biloxi soybean seeds were sown in pots in the greenhouse. In 
Experiment 1 pots were divided into two lots. Nine groups of lot I were 
exposed to seven cycles consisting of 8 hour photoperiod and dark periods 
varying from 8—64 hours respectively. Eight groups of lot II were 
exposed to varying numbers of 24 and 36 hour cycles (consisting of 
8 hour photoperiod and the remaining period of darkness) either singly or 
in combination so that the 36 hour cycles were intercalated between the 
24 hour cycles. In Experiment 2 pots were divided into two lots im- 
mediately after sowing. Plants of lot I were transferred to a chamber 
to receive 36 hour cycles, while those of lot II were left in the greenhouse 
under long day condition. After the third trifoliate leaf was fully 
expanded each lot was divided into two groups. Plants of one group 
in each lot were exposed to seven 36 hour cycles while those of the other 
group were given seven 24 hour cycles. Records were made of the num- 
ber of nodes showing flower bud initiation. 

2. The flower bud initiation shows a rhythmical pattern in relation 
to cycle length. The length of this rhythm appears to be of 24 hour 
duration. The maxima in the number of nodes showing floral initiation 
are shown with cycle lengths of 24, 48, and 72 hours while the minima 
are exhibited with cycle lengths of 36 and 60 hours. The values of the 
three maxima reach more or less the same level. The minimum at 60 
hour cycles has, however, a much higher value than the minimum at 
36 hour cycles. 

3. While the flower buds are initiated with only three 24 hour cycles, 
flower buds are hardly initiated even when plants are exposed to seven 
36 hour cycles. The 36 hour cycles are, however, not non-inductive as 
is clear from the fact that flowering takes place when plants are exposed 
to greater number of 36 hour cycles. 

4. The 36 hour cycles when intercalated between the favourable 
24 hour cycles do not nullify the effect of the 24 hour cycles. In fact 
they actually increase appreciably the number of nodes showing flower 
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bud initiation as compared with the plants exposed to 24 hour cycles 
only. This also shows that the 36 hour cycles are not non-inductive. 

5. It is postulated that the flowering in this plant is the net result 
of the balance between the flowering stimulus ‘C’ (HAMNER 1940) and 
the rhythmical process which is inhibitory in nature. The results have 
been discussed in relation to those obtained by ScHwABE (1956) in his 
experiments with Kalanchoe blossfeldiana in which periods of short day 
treatment were interrupted by intercalated long days. 
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THE EFFECT OF TEMPERATURE, AUXINS, ANTIAUXINS AND 

SOME OTHER CHEMICALS ON THE ENDOGENOUS RHYTHM 

AFFECTING PHOTOPERIODIC RESPONSE OF BILOXI SOYBEAN 
(GLYCINE MAX. L.; Mere.) 


By 
K. K. Nanpa and K. C. HAMNER 
With 2 Figures in the Text 
(Eingegangen am 20. Dezember 1958) 


Several instances have been recorded where an endogenous rhythm 
induced by 12:12 hour alternation of light and darkness persists after 
the plant has been transferred to a constant environment. These relate 
to leaf movement (Bünnıne 1931, 1932, 1956), exudation (GROSSEN- 
BACHER 1939) and growth of tissue cultures (BUNNING and ENDERLE 
1950, ENDERLE 1951). It was shown in previous papers (BLANEY and 
HAMNER 1957, Nanpa and HAMNER 1958), that there is no doubt re- 
garding the existence of an endogenous rhythm in the photoperiodic 
reaction of Biloxi soybean. This rhythm is probably set into motion 
when the plants are exposed to light. It was also shown in those experi- 
ments that the oscillations of this rhythm tend to decrease gradually with 
the length of the cycle. It was further shown in those experiments that 
the length of the photoperiod and the temperature during the photo- 
period tend to shift this rhythm and cause some change in its duration, 
thereby indicating that the internal rhythm is not completely indepen- 
dent of the external conditions. Further investigations were carried out 
with a view to finding out how this rhythm is affected by the temperature 
during the dark period and the application of various auxins, antiauxins, 
sucrose and some other chemicals. The results of these investigations 
are presented in this paper. 


Experimental Procedure and Results 


Experiment No. 1 was carried out at the Earhart Plant Research Laboratory 
at the California Institute of Technology, Pasadena. Grateful thanks are due to 
Professor F. W. Went for the kind permission to use these facilities. The seeds 
were sown in plastic pots containing a mixture of steam sterilized gravel and ver- 
miculite in equal proportions. The pots were perforated with a hole at the bottom 
to allow for the drainage of excessive water. Four seeds, graded for their size, were 
sown in each pot. The pots were, then, placed in racks which were arranged on 
wheeled trucks about 2ft. x 2ft. so that the plants could be transferred from one 
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condition to another. All the trucks were taken to the greenhouse which was 
maintained at a temperature of 23°C during the day and 17° C during the night. 
There was constant circulation of fresh air which has been filtered free from in- 
sects, disease spores and smog by passing it through a series of mechanical filters, 
an electrostatic precipitator and activated charcoal filters. The day light in this 
greenhouse wassupplement>d by artificial iiumination from 18:00 p.m. to 02:00a.m. 
so that the plants received long day illumination of about 20 hours till ready for 
experimentation. 

The pots were adequately watered with deionized water and were inoculated 
with root nodule bacteria soon after the seedlings had come above the surface of 
the soil. Hoagland’s nutrient solution was supplied in sufficient amounts so that 
the plants showed vigorous growth. After the first primary leaf had fully expanded, 
plants were thinned to two uniform seedlings in each pot. Each pot was fitted with 
a wire frame to provide support to the plants and to protect them from any damage 
that may otherwise have been caused during transfers. The plants were left in 
the greenhouse till the second trifoliate leaf was fully expanded when they were 
ready to receive the requisite treatments. 

One hundred and twenty pots each containing 2 plants were divided into 
three lots of 40 pots each, Each lot was further subdivided into 10 groups of 4 pots 
each making a total of 30 experimental groups with 8 plants in each group. The 
pots were transferred to an artificially lighted room maintained at 23° C to begin the 
experimental treatments at 6:00 a.m. on July 30, 1955. The artificial light in the 
room was provided by a battery of slim-line cool-white fluorescent tubes providing 
an illumination of approximately 600 f.c. (as measured with a Weston foot candle 
meter) at the upper leaf surface. Plants were exposed to 8 hours of illumination, 
after which they were transferred to the respective dark chambers. The dark 
chambers in the Earhart laboratory are opened daily at 8:00 a.m. and 4:00 p.m. 
for regular transfer of plants. This was not desirable for this experiment; therefore, 
three wooden chambers with three shelves in each were placed in each of three 
dark rooms. They were placed against the wall in the rooms maintained at 23°, 
17° and 10° C and were covered in front with a thick, black canvas cloth which was 
tied on the sides and below to avoid any exposure to light that could otherwise 
take place when the dark chambers were opened for regular transfer of plants. Each 
of these wooden chambers was provided with an exhaust fan at the top and two 
louvers at the base. This provided a fresh flow of air to the plants placed inside. 
Plants of lot: I, II and III were transferred to wooden chambers in the dark rooms 
at 23°, 17° and 10°C respectively and the individual groups of plants in each lot 
were exposed to 10, 16, 22, 28, 34, 40, 46, 52, 58 and 64 hours of darkness respectively. 
Upon the termination of exposure to the respective dark periods the individual 
groups were again carried to the artificially lighted room at 23°C for exposure 
to another high intensity phot »period to, begin another cycle. Each light and dark 
treatment was repeated in each case for 7 complete cycles. At the end of the dark 

‚period of the 7th cycle each group was taken to the light room, was kept there till 
8:00 a.m. the following morning and was then transferred to the greenhouse and 
kept under long day conditions. The plants were dissected in each case 45 days after 
the termination of the treatment. 


The photoperiodie treatments and the results are given in Table 1. 
The results are expressed as average number of nodes showing floral 
initiation in 8 plants and these have been plotted against cycle length in 
Fig. 1. The results of lot I, dark period at 23° C series (empty circles in 
Fig. 1) show that the flower bud initiation is maximum with a 24 hour 
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cycle; decreases as the cycle length increases till a minimum is shown 
with a cycle length of 36 hours. A further increase in the cycle length 
shows a rise in the flower bud initiation so that a second maximum is 
shown with a cycle length of 48 hours. When the cycle length is further 
increased to 54 hours the number of flower buds decreases till it shows a 
second minimum with a 60 hour cycle length. There is another rise when 
the length of the cycle is increased to 66 and 72 hours so that a third 
maximum is shown when length of the cycle is increased to 72 hours. 
These results confirm the 
findingsreported previously 
(NANDA and HAMNER 1958) 
and show the existence of 
an endogenous rhythm at 
times promoting and at 
times inhibiting the photo- 
periodic reaction of this 
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. ‘ Fig. 1. (Experiment 1): Effect of 7 cycles, each 
dark period, is 24 hours. consisting of an 8 hour photoperiod at 23°C and 
The results of lot II, dark periods of 10 to 64 hours at a temperature of 
à A either 23°C, or 17°C or 10°C, on the number of 
the groups in which plants nodes showing flower bud initiation in 8 plants 


were exposed to dark period 

at a lower temperature of 17° C (triangles in Fig. 1), also show a rhyth- 
mical pattern of flower bud initiation with change in the length of the 
cycle. Here again the first maximum is shown with a cycle length of 
24 hours. An increase in the length of the cycle decreases the number 
of flower bud initiation till it becomes zero with a cycle length of 36 hours. 
It is maintained at that level even when the length of the cycle is in- 
creased to 42 hours and shows an increase only when the cycle length is 
increased to 48 hours. A second maximum is reached with a cycle length 
of 54 hours instead of 48 hours as in lot I, with the result that the duration 
of the rhythm as measured by the length of the period between the 
first and the second maxima is increased to 30 hours in this case instead 
of 24 hours in plants kept at 23°C during the dark treatment. This is 
also evident from the fact that the second minimum is shown when the 
cycle length is 66 hours instead of 60 hours in lot I. Another point to be 
noted in this case is that, while in lot I where plants are exposed to dark 
period at 23°C, the maxima at 24 and 48 hour cycle lengths reach more 
or less the same level, in lot II where plants are given darkness at 17°C 
the value of flower buds at the first maximum (with 24 hour cycle) is 
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very low. It, however, increases at the second maximum which is 
shown with a cycle length of 54 hours so much so that this value of flower 
bud initiation approaches that of plants exposed to dark treatment at 
23° C with a cycle length of 48 hours. 

Lot III in which plants received dark treatment at a still lower 
temperature of 10° C (crosses in Fig. 1) shows that the low temperature 
during the dark period reduces the flower bud initiation in general and 
also that it increases the cycle length of the endogenous rhythm. Thus 
there is only one flower bud with a cycle length of 24 hours. It increases 
to six when the cycle length is increased to 30 hours and slightly more 
when it is further increased to 36 hours so that the first maximum in 
this case is shown with a cycle length of 36 hours instead of 24 hours in the 
plants of the first two series. A further increase in the length of the cycle 
results in a reduction in the number of nodes showing floral initiation 
till it is zero when the cycle length is increased to 48 hours and remains 
zero even when the length of the cycle is increased to 54 hours. The dura- 
tion of the rhythm is, thus, increased to 36 hours in this series. A second 
maximum in this case is shown with a cycle length of 66 hours instead 
of 54 hours as in plants of lot II exposed to dark period at 17° C and 48 
hours as in plants exposed to dark at 23°C. 

‘These results, thus, clearly show that the length of the endogenous 
rhythm which affects the photoperiodic reaction of this plant can be 
altered from 24 hours to 30 and 36 hours by decreasing the temperature 
of the dark period from 23°C to 17°C and 10°C respectively. 

The significance of the data was determined by statistical analysis 
and the standard errors of the differences between the mean values of 
floral buds initiated in plants under different cycle lengths are given 
in Table 1 along with the calculated values of ¢ (difference between the 
means/standard error of the difference between the means). It is seen 
that the differences in the flower buds in plants of lot I are all significant 
except those between cycle lengths of 30 and 36 hours, and 66 and 72 
hours. In lot II also the differences are all significant except those be- 
tween 24 and 30 hour, and 60 and 66 hour cycle lengths. In lot III, 
while the differences in the flower buds between 18—24; 30—36; 42—48; 
48—54; and 54—60 hour cycle lengths are not significant, those between 
24—36 ; 36—48 ; 48—60 are highly significant. All other values in this lot 
are significantly different. The low level of flowering in general in this 
experiment was probably due to the low intensity of light (600f.c.) to 
which plants were exposed during the 8 hour photoperiod as compared 
with 1000 f.c. of light to which plants were exposed in experiments 
reported previously (NANDA and HAMNER 1958). Also it may partly 
be due to the fact that the photoperiodic treatment in this experi- 
ment was started when only the second trifoliate leaves were fully 
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Table 1. (Experiment 1), Effect of 7 cycles, each consisting of an 8 hour photoperiod 

at 259 C, and dark periods of 10 to 64 hours at a temperature of 23°, 17° and 10°C 

- on the number of nodes showing flower bud initiation per plant, along with the standard 

errors of differences of means and the ca'culated values of ‘t’. (Difference between the 
means/ Standard error [S. E.] of difference of means) 





Temperature during the dark period 








Photoperiodic 
treatment 23°C 17°C 10°C 
Av. No. Av. No. Av. No. 
Re A] I u] he es 
le: nodes .E. nodes .E. nodes | S.E. 
(hrs.) a flower- values flower values flower- values 





“or | za | 9-00 | 0.18 | 55: | OO | 010 | 1.08 
00 | 0.28 | 36 | 100 | 025 | 1.5 | 013 | 018 | 3.4 
413 | 0.10 | 1.04 | 063 | 0.18 | 3:52 | 975 | 0.24 | 1.04 
36 | 28 | 0.00 : | 0.00 1.00 
0.18 | 28 0.00 | 0.0: 0.25 | 2.41 
42 | 34 | 0.50 0.00 0.38 
a | 3 | 9:52 | 0.30 | 4.22 | 0-00 | 0.23 | 3.41 | 038 | og | 1.7: 
‚io | 0. ; 
0.33 | 1.8 0.28 | 3.2 0.00 | 0.0 
86:1: ee det nat Ba ES | neck eee 
60 | 52 | 0.00 | 0 | 0.50 | 2 2 | 0.13 | 2: 
0.25 | 5.51 0.30 | 0.84 0.18 | 2.82 


66 58 1.38 0.25 0.63 
72 64 138 0.00 | 0.04 0.30 | 2.5? 0.00 | 9-18 3.51 


1 Denotes highly significant differences (P< 0.01). — ? Denotes significance at 
5% point (P < 0.05). — 3 Denotes significance at 10% point (P < 0.10). — * Denotes 
nonsignificant results. 
































expanded instead of the third as was the case in the previously 
reported experiments. 

Experiments No. 2 and 3. In the above experiment it was possible to alter the 
length of the rhythm by lowering the temperature during the dark period. It has 
also been shown previously that the length of the photoperiod and the temperature 
during the photoperiod tend to shift this rhythm and cause some disturbance in it 
(Nanpa and Hamner 1958). It has also been shown in recent years that the 
application of indole-3-acetic acid (IAA) affects the flowering response of both long 
day and short day plants. The application of IAA has been shown to cause a 
decrease in the magnitude of flowering in Xanthium and Biloxi soybean and its 
effectiveness is influenced by the concentration of IAA and the duration of the high 
intensity light (HAMNER and Nanpa 1956). The following two experiments were 
designed to find out if IAA and other auxins, antiauxins and sucrose bring about 
any alterations in the endogenous rhythm affecting the photoperiodic reaction of 
this plant. These experiments were carried out in the plant physiology building 
of the University of California, Los Angeles. In these experiments seeds were sown 
in 4-inch unglazed earthen pots containing friable, sterilized soil, instead of plastic 
pots which were used in the previous experiment. After sowing, pots were trans- 
ferred to the greenhouse where the plants received long day illumination of about 
20 hours duration. The natural day light prevailing was supplemented by artificial 
illumination from sunset until 2:00 a.m. daily. Incandescent filament lamps 
providing light of at least 35 f.c. at upper leaf surface were used for this supple- 
mental illumination. The pots were adequately watered with deionised water and 
were inoculated with root nodule bacteria as in the previous experiment. After 
the first primary leaf had fully expanded, the plants were thinned to two uniform 
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plants in each pot. The photoperiodic treatments in these experiments were started 
when the third trifoliate leaf was fully expanded. The photoperiods of desired 
duration were furnished by a battery of slim-line, cool white fluorescent tubes 
providing an illumination of approximately 1000 foot candles at the upper leaf sur- 
face. The temperature under these lamps during the treatment was 27°C and 
remained fairly uniform. Dark treatment was provided in dark chambers under 
normal daily temperature in the basement (27° C). 

Experiment No. 2. One hundred and fifty pots, each containing 2 plants were 
divided into three lots of fifty pots each. Each lot was further sub-divided into 
groups of 5 pots each making a total of 30 experimental groups with 10 plants in 
each group. The pots were transferred to the basement to receive the photoperiodic 
treatments on November 16, 1955. The experiment involved the physical transfer 
of a large number of pots and there was an appreciable time lapse during transfers. 
In order to minimise variations due to this time lapse, a 15 minute period was 
allowed for transfer between each lot. Thus 50 pots each of lot I, II, and III were 
transferred to fluorescent lights at 10:00, 10:15 and 10:30 a.m. respectively and 
were exposed to 8 hours of illumination at 27°C. At the termination of the photo- 
period the plants of lot II were treated with 15 p.p.m. of IAA and those of lot IIT 
were treated with 30 p.p.m. of IAA. The IAA solution was prepared by dissolving 
it in a few ml. of 95% ethyl alcohol and mixing it with 2 litres of deionised water 
in crocks. Five ml. of wetting agent, ‘Atlas Tween 20” was added to this solution. 
Fresh solutions of [AA were prepared for every treatment. The treatment of plants 
was made by inverting the plants and immersing the tops in a crock containing 
the solution for seven seconds. Plants of lot I which did not receive IAA treatment 
were immersed in deionised water containing an equivalent amount of alcohol and 
wetting agent. After IAA treatment the individual groups of plants in each lot 


Table 2. Effect of IAA on flower bud initiation in plants exposed to 7 cycles, each 

consisting of an 8 hour photoperiod and dark periods of 10 to 64 hours, along with the 

standard errors of differences of means and the calculated values of “‘t’” (Difference 
between the means/Standard error of difference of means) 












































Photoperiodic Concentration of IAA 
treatment 0 p. p.m. 15 p. p.m. 30 p.p.m. 
Av. No. Av. No. Av. No. 
Cycle | Dura” i 2 - ? a e } “ae 
— Pt © end S.E. values meee S.E. values ee: S.E. values 
. ing ing ing 
18 10 0.00 0.00 0.00 
a | 4 | 8% PER IP ta, | aah | aus | 
30 | 22 | 1.10) 698 | 3.91) 030 | 635 | 2.03 | 900 | 9.00 | 0:04 
36 | 28 | 0.20 | 059 | 4.51 | 000 | 0.16 | 2:52 | 9:00 | 9.00 | 0.08 
42 | 34 1 150) 640 | 5.01 | 040 | 0.96 | 2:32 | 900 | 613 | 1.54 
48 40 3.50 : ; 1.00 3 4 0.20 Ÿ : 
54 46 1.00 0.36 | 7.01 0.10 0.23 | 4.01 0.00 0.13 | 1.54 
4 » 4 a 
60 52 0.80 0.32 00° 0.00 0.10 | 1.0 at 
0.39 1.8 0.13 | 1.54 
66 | 58 | 150 | 636 | 1.93| 020 | 626 | 0: | — 
72 64 2.20 ; ä 0.40 a 3 — 
1 Denotes highly significant differences (P< 0.01). — ? Denotes significance 


at 5% point (P< 0.05). — 3 Denotes significance at 10% point (P<0.10). — 
4 Denotes nonsignificant results. 
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were transferred to the dark chamber to receive the following durations of darkness: 
10, 16, 22, 28, 34, 40, 46, 52, 58 and 64 hours respectively. After the completion 
of the dark period the individual groups were exposed to high intensity photoperiod 
to begin another cycle. Each group received 7 such cycles of l'ght and darkness 
and the application of IAA in each case was made just after the light period. At 
the end of the dark period of the seventh cycle plants were returned to the green- 
house and were kept under long day conditions for 35 days after which dissections 


were carried out. 
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The photoperiodictreat- 
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treatment are shown in 
Table 2. The number of 
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Fig. 2. (Experiment 2): Effect of 15 and 30 p.p.m. 
of IAA on the endogenous rhythm in Biloxi soybean. 
Plants were exposed to 7 cycles, each consisting of 
an 8 hour photoperiod and dark periods of 10 to 
64 hours at 27° C, and the application of IAA in each 
case was made immediately after each photoperiod. 
The flower initiation is determined by the number 
of nodes showing flower bud initiation in 10 plants 





72 hours and the minima 

with cycle lengths of 36 and 60 hours. The results are, therefore, in 
conformity with the results of such treatments as reported previously 
(Nanpa and Hamner 1958) and in Experiment No. 1. 

Lot II in which plants were treated with 15 p.p.m. of IAA after 
each photoperiod (triangles in Fig. 2) shows that IAA treatment causes 
a considerable reduction in flower bud initiation. The maximum number 
of flowering nodes in this lot is 9 with a cycle length of 24 hours and 10 
with a cycle length of 48 hours as compared with 38 and 37 in lot I in 
which plants did not receive any [AA treatment. It may be noted that, 
although flower bud initiation is very much reduced in JAA treated 
plants, the rhythmical pattern of flowering is not affected. Thus the 
maximum number of nodes showing floral initiation are shown with 
24 and 48 hour cycles and minima are shown with cycle lengths of 36 
and 60 hours as in plants of lot I which did not receive IAA treatment. 
This point is further borne out by plants of lot III which were treated with 
30 p. p.m. of IAA instead of 15 p.p.m. as in lot IT. The floral bud initia- 
tion is still further reduced in this case, so much so that it is inhibited in 
plants exposed to all cycle lengths other than 24 and 48 hours, and even 
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here the number of nodes showing floral buds in 10 plants is just 3 and 1 
respectively. Plants treated with 30 p.p.m. of IAA and exposed to 
cycle lengths longer than 54 hours did not survive. 


The results of this experiment were also subjected to statistical ana- 
lysis. The standard errors of the differences between the mean values of 
nodes showing floral initiation in plants exposed to different cycle lengths 
along with the calculated values of ¢ (difference between the means/stand- 
ard error of the difference between the means) are shown in Table 2. 
It can be seen that the differences in the floral buds in treatments of lot I 
are highly significant except those between cycle lengths of 54 and 60 
hours. Although differences between cycle lengths of 60 and 66; and 66 
and 72 hours are significant at 10% level, those between 48 and 60 on the 
one hand and 60 and 72 hour cycles on the other are highly significant. 
In lot II where plants are treated with 15 p. p.m. of IAA, the differences 
between 54—60, 60—66 and 66—72 are not significant, but those between 
48—60 on the one hand and 60—72 on the other are significant, indicating 
that the endogenous rhythm is maintained even when the plants are 
treated with 15 p.p.m. of IAA. In lot III where flowering is markedly 
reduced by treatment with 30 p.p.m. of IAA, the differences between 
18—24 hour and 24—30 or 36 hour cycle lengths are significant at 10% 
level, those between 36 or 42—48 hour cycle lengths are not significant even 
at 10% level. Even though the flower bud initiation is greatly inhibited 
by a higher concentration of IAA, some flowering with cycle lengths of 24 
and 48 hours is indicative of the fact that there is tendency for the rhythm 
to be maintained. 

Experiment No. 3. In the previous experiment it was seen that IAA decreases 
the magnitude of flowering in Biloxi soybean. It, however, does not seem to affect 
the endogenous rhythm. The following experiment was performed to investigate 
if this endogenous rhythm can be affected by treatment with some other chemicals 
including auxins, antiauxins and sucrose. As the purpose of this experiment was 
to investigate the effect of various concentrations of as many chemicals as possible, 
plants were exposed to only 36 hour cycle length consisting of 8 hours of photo- 
period and 28 hours of dark. It has been seen in all the previous experiments that 
the floral bud initiation is either completely suppressed or is at a minimum level 
when plants are exposed to this cycle length at normal temperature. When, how- 
ever, the temperature during the photoperiod or the dark period was altered or 
if the length of the photoperiod (at lower temperature) was increased, the endogenous 
rhythm was either shifted or changed in its duration, with the result that plants 
showed floral bud initiation even when exposed to 36 hour cycle length. A floral 
bud initiation with 36 hour cycle length would, thus, indicate that the particular 
treatment probably has an effect on the endogenous rhythm which could later on 
be confirmed by performing a detailed experiment with that chemical as with IAA 
in Experiment No. 2. 

One hundred and sixty-five pots each containing 2 plants were divided into 
8 lots as follows: lot I to V, 25 pots each; lot VI, 20 pots; lot VII, 15 pots and lot VIII, 
5 pots. Each lot was further subdivided into groups of 5 pots each, making a total 
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of 33 experimental groups. Plants were transferred to the basement to receive the 
photoperiodic treatment on January 8, 1956. Because of the large number of 
. plants and the large number of treatments, an interval of 15 minutes was allowed 
between the transfers of different lots. Thus different lots were transferred to 
fluorescent light between 10:30 a.m. to 12:15 p.m. respectively and were exposed 
to 8 hours of illumination at 27°C (approximately 1000 f.c.). At the end of the 
light treatment plants of lots I to V were treated with indole 3-acetic acid (IAA), 
naphthalene acetic acid (NAA), 2-4-dichlorophenoxy isobutyric acid (2,4-di, cl), 
2,4,6-trichlorophenoxy acetic acid (2, 4, 6-T), and a-naphthyl maleimide (Naph. 
mal.), The five groups of each of these lots were treated with one of the following 
concentrations of the respective auxin or antiauxin: 2 x 10-3, 6 x 103, 2 x 10-2, 
6 x 10-? and 1.2 x 10-1. In lot VI the individual groups were treated with 0.2, 
0.5, 1.0 and 2.0 per cent sucrose solution, while in lot VII the individual groups were 
treated with 0.01, 0.06, and 0.12 per cent $-hydroxy ethyl hydrazine. Plants of 
lot VIII served as control and were immersed in deionised water containing an 
equivalent amount of alcohol and wetting agent. The applications of various 
concentrations of these chemicals were made by inverting the plants and immersing 
the tops in crocks containing solutions of the chemicals for seven seconds. After 
treatment with the respective chemicals the plants were transferred to the dark 
room and were left there for 28 hours, making a cycle length of 36 hours in each 
case. Each group received seven such cycles of light and darkness and the applica- 
tion of the requisite concentration of the respective chemical was made just after the 
photoperiod. After the end of the dark period of the seventh cycle plants were 
returned to the greenhouse and were kept under long day for 35 days after which they 
were dissected to determine the number of nodes showing flower bud initiation. 

It was found that none of the various concentrations of auxins, 
antiauxins, sucrose and B-hydroxy ethyl hydrazine caused flower bud 
initiation in plants exposed to 36 hour cycle length. The controls were 
also vegetative. 

General Discussion 


The results presented in Experiments No.1 and 2 of this paper 
confirm the findings of BLANEY and HAMNER (1957) and Nanpa and Ham- 
NER (1958) reported in previous papers and show the participation of an 
endogenous rhythm in the photoperiodic reaction of Biloxi soybean. Thus 
plants exposed to a photoperiod of 8 hours with varying durations of 
the dark period in lot I of both Experiments 1 and 2 exhibit a rhythmical 
pattern of flowering with their maxima and minima occuring at 24 hour 
intervals. This 24 hour periodicity in the occurrence of maxima and 
minima, as pointed out in the previous paper, suggests the presence of 
a rhythmical process operating within these plants. It was postulated 
in the previous paper that this rhythmical process operating inside this 
plant is inhibitory in nature. It was also postulated there that the level 
of flowering attained in plants exposed to a given cycle length will be 
determined by the net balance in the activity between C (the flowering 
stimulus of HAMNER, 1940) and the rhythmical process inhibiting the 
flowering stimulus C and will depend upon whether the given cycle length 
falls in the increasing or decreasing inhibitory phase of the latter process. 
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That the flowering in Biloxi soybean is the net result of the balance be- 
tween the flowering substance C and rhythmical inhibitory process is 
shown by another experiment in which it was found that while flower 
bud initiation takes place when plants are exposed to only three 24 hour 
cycles, no flower buds are initiated even when plants are exposed to 
seven 36 hour cycles. When, however, the plants are treated with a 
greater number of 36 hour cycles the nodes show flower bud initiation, 
indicating thereby that in 24 hour cycles where the rhythmical inhibition 
is minimum, the floral stimulus C is accumulated much faster so that 
a critical level above which flowering will be caused is accumulated in 
three 24 hour cycles. With 36 hour cycles where the inhibition is maxi- 
mum, the balance of the flowering substance C and inhibitory process is 
very small and it takes many 36 hour cycles for the floral stimulus to 
accumulate to a level above the critical for floral bud initiation (NANDA 
and HAMNER 1959). 


The results of the first experiment where plants were exposed to 
17° and 10° C respectively during the dark period also exhibit a rhythmi- 
cal pattern of flowering. Low temperature during the dark period, how- 
ever, affects the periodicity of maxima and minima. Thus in lot II the 
first maximum is shown with a cycle length of 24 hours and the second 
with a cycle length of 54 hours instead of 48 hours as in lot I. Similarly 
minima are found with cycle lengths of 36 and 66 hours. Thus the 
duration of the rhythm which is 24 hours in lot I is prolonged to 30 hours 
in lot II. In lot III it is still further prolonged to 36 hours. The first 
maximum is shown with a cycle length of 36 hours and the minimum is 
prolonged to 48 and even up to 54 hours. It is thus clear that the duration 
of this rhythm can be modified by the temperature to which plants are 
exposed during the dark period. 

The modifying effect of the prevailing temperature on the duration of the rhythm 
has also been shown by BüNNING (1931) who found that the periodicity of leaf 
movement in Phaseolus multiflorus was approximately 24 hours at 25°C but 
increased to 30 hours at 15°C and dropped to 19 hours at 35°C. BÜHNEMANN 
(1955) showed that in the sporulation of Oedogonium cardiacum the speed of the 
rhythm decreases at higher temperatures. Thus it was found that at 250 C Oedo- 
gonium shows cycles of 22 hours which incréases to 25 hours at a temperature of 
27.59 C and decreases to 20 hours when the temperature is lowered to 17.5°C 
Batt and Dyke (1954) working with rhythmical changes in the growth of Avena 
coleoptile found that at low temperature the rhythm is not clearly marked. There 
was no indication of any material change either in the times at which the peaks 
occurred or in their distance apart. Similarly GROSSENBACHER (1939) who studied 
the rhythmical changes in the amount of exudation from decapitated plants of 
Helianthus annuus found that the length of the cycle was only slightly, if at all, 
influenced by change in temperature. 

The effect of temperature of the dark period in increasing the periodi- 
city of maxima and minima in these experiments may be caused by a 
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slowing down of the postulated inhibitory process which is rhythmical 
in nature with increasing and decreasing ability to inhibit the flowering 
‘stimulus C. Thus in controls the flowering stimulus may be inhibited to 
the least extent with cycle lengths of 24, 48 and 72 hours. When the 
temperature is reduced to 17°C, the rhythmical process may be slowed 
down so that the maximum inhibition which starts with 36 hour cycle 
length continues even when the cycle length increases to 42 hours and 
so the flowering remains suppressed even with this cycle length. As a 
consequence of this the second minimum inhibition of flowering stimulus 
C presumably is prolonged to 54 hours, so that the period between the 
first maximum (at 24 hours) and the second maximum (at 54 hours) is 
30 hours in this case. A still further slowing down of this rhythmical 
inhibition occurs when temperature is still further lowered to 10°C. 
In this case the inhibition is greatest with a cycle length of 48 hours and 
continues even with a cycle length of 54 hours so that the duration of 
the rhythm is increased to about 36 hours. 

Low temperature during the dark period depresses the number of 
nodes showing flower bud initiation considerably. This depressing effect 
of the temperature is possibly due to the low production of the flowering 
stimulus C as a result of insufficient dark product B (HAMNER, 1940) 
made during the dark period to which plants are subjected. This as- 
sumption is supported by the fact that with a cycle length consisting of 
8 hours of photoperiod and 16 hours of dark at 17° C the number of flower 
buds is 7, it increases to 14 when the dark period is prolonged to 46 hours 
making a cycle length of 54 hours. This value approaches the number 
of flower buds initiated in the lot of plants exposed to darkness at 23° C. 
It indicates that at a lower temperature of 17° C a period of 46 hours of 
dark is sufficient to produce dark product B adequate for the maximum 
production of the flowering stimulus C. That the depressing effect of 
low temperature on flower bud initiation is possibly due to the low pro- 
duction of flowering stimulus C as a result of insufficient production of 
the dark product B is also supported by the fact that the level of flowering 
is still further depressed when the temperature during the dark period 
is lowered to 10°C. These results are in accord with the findings of BALL 
and Dyke (1954) who found a decrease in the mean growth rate of Avena 
coleoptile with a decrease in temperature, and GROSSENBACHER (1939) 
who found a considerable decrease in the amount of exudation in Helian- 
thus when temperature was lowered from 30° C to 15° C. 

The results of Experiment No. 2 in which plants were treated with 
15 and 30 p. p.m. of IAA just after the photoperiod show that the applica- 
tion of IAA inhibits flowering and the magnitude of inhibition is in- 
creased with an increase in the concentration of IAA. These results are 
in accord with the findings in Xanthium and Biloxi soybean reported 
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previously (HAMNER and NANDA 1956). IAA, however, does not alter the 
periodicity of the endogenous rhythm, as is shown by the rhythmical 
pattern of flowering even in the lots of plants treated with 15 or 30p. p.m. 
of IAA, although the level of flowering is very low. These results are in 
conformity with those of BOHNEMANN (1955c) who also showed that there 
was no influence of IAA on rhythmical sporulation of Oedogonium. It 
appears from this that IAA does not affect the rhythmical process which 
is postulated to be inhibitory in nature. It is, however, interesting to 
note that even though the rhythmical pattern of flowering is maintained, 
the magnitude of inhibition caused by IAA varies with the length of the 
photoperiodic cycle. Thus in untreated (control) plants the maximum 
number of flower buds are 38 and 37 and are shown with 24 and 48 hour 
cycle lengths respectively. These are brought down to 9 and 10 re- 
spectively when plants are treated with 15 p.p.m. of IAA. With a cycle 
length of 30 hours the fall is relatively less as the number of floral buds 
initiated is brought down from 11 to 3. The effectiveness of IAA treat- 
ment, thus, appears to be more marked with cycle lengths showing 
maximal flower bud initiation as compared with the other cycle lengths. 
This is clearly brought out from the curves in Fig. 2. The distance 
between the curves for control (empty circles) and those treated with 
15 p.p.m. IAA is more at 24, 48 and 72 hour cycle lengths and decreases 
on either side of each. This can be explained on the concept postulated 
previously that there are two processes operating in the initiation of 
flower buds, one is the formation of the flowering stimulus C as a result 
of the interaction of light reaction A and dark reaction B (HAMNER 
1940), and the other is the inhibitory process which is rhythmical in 
nature. In control plants the inhibitory process is at its minimal effect 
with cycle lengths of 24 and 48 hours so that maximum number of 
flower buds are formed. An application of IAA, therefore; causes a 
marked inhibition in flowering with these cycle lengths. With cycle 
length of 30 hours the inhibitory process is already in operation and 
causes a reduction in flowering even in plants not treated with IAA. 
An application of IAA increases the effect of the inhibitory process but 
the effect is not absolutely cumulative. It has already been shown 
that rate of inhibition decreases with an increase in the concentration of 
IAA (Hamner and Nanna 1956). This fact lends further support to the 
concept that the rhythmical process is inhibitory in nature and that the 
periodicity of flowering remains clear as long as the concentration of 
IAA is not high enough to suppress it. It is interesting to recall here the 
explanation offered by GALSTON and DALBERG (1954) to elucidate the 
mechanism of endogenous diurnal rhythms. According to these workers 
the endogenous diurnal rhythm begins with the adaptive formation of 
indole-acetic acid oxidase which is attributable to a gradual increase in 
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auxin level. After an adequate enzyme formation has taken place, the 
inactivation of auxin sets in which results in a lower auxin level. These 
diurnal fluctuations in concentrations are considered to be connected wit: 
the endogenous rhythm. The results presented in Experiment 2 also show 
that the inhibition in flowering is related to the concentration of the ap- 
plied IAA. The higher the concentration, the higher is the inhibition 
so that it may be considered that the concentration of endogenous auxin 
varies rhythmically as postulated by GALSTON and DALBERG (1954) due to 
diurnal fluctuations in the indole-acetic acid oxidase. Such fluctuations 
in IAA have been reported by BECKER (1953). It has been shown that in 
Kalanchoe blossfeldiana leaves and petals show a maximum of auxin 
production about 3—6 hours after the beginning of the light period, and 
in continuous darkness followed by light-dark cycles this maximum is 
reached 6 + 24, 6 + 48 hours. The results of Exp. 3 in which plants were 
treated with various concentrations of auxins and antiauxins do not 
substantiate such a postulate for the rhythmical pattern of flowering in 
Biloxi soybean. If the endogenous rhythm were caused by diurnal fluctua- 
tions in [AA concentration, the application of antiauxins should be able 
to counteract the inhibitory effect of endogenous auxin so that some 
flowering should take place in plants treated with a suitable concentration 
of 2, 4, di-cl or a-naphthyl maleimide, even when exposed to 36 hour 
cycle length. The lack of flowering in spite of the treatment of plants 
with various concentrations of these antiauxins shows that probably 
the rhythmical inhibition is not caused by diurnal fluctuations of endo- 
genous auxins. This assumption is further supported by another experi- 
ment (unpublished data) in which chromatographic determinations 
were made of the endogenous IAA in plants exposed to cycle lengths 
of 24 and 36 hours. According to the postulate it may be expected that 
1AA concentration should be higher in plants exposed to 36 hour cycle 
length as it is the cycle length with which plants do not show any flower 
bud initiation. The experiment, however, showed that the IAA con- 
centration was much higher in plants exposed to 24 hour as compared 
with those exposed to 36 hour cycles. Virros and Mrupr (1954) also 
found that plants grown under photoinductive daylengths showed a 
much higher concentration of IAA than those grown under non-photo- 
inductive day lengths. 

It has been suggested by some workers that the endogenous diurnal 
rhythm is connected with changes in the whole character of metabolism 
and that in one phase there are catabolic and in the other phase anabolic 
processes predominating (BÜNNING 1942, 1944). Recent investigations of 
Prrson et al. (1952, 1953 and 1954), NEeEB (1952) and Schön (1955) 
have observed a periodieity of growth, photosynthesis and respiration 
in the case of Hydrodictyon. A similar diurnal endogenous rhythm has 
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also been reported by Scumrrz (1951) in the evolution of CO, in Kalanchoe 
blossfeldiana. GREGORY, SPEAR and THIMANN (1954) have also noted 
fhat CO, fixation in the dark and CO, evolution in the light increases 
up to a maximum and then decreases. It therefore, appears that such 
fluctuations in the metabolism are somehow connected with the endogen- 
ous rhythm. It has, however, been shown in Experiment 3 that the 
application of different concentrations of sucrose failed to induce any 
flower bud initiation in plants exposed to cycle lengths of 36 hours, 
suggesting thereby that the mechanism involved in the endogenous 
rhythm in the photoperiodic reaction of Biloxi soybean is not so simple 
and the metabolic variations which have been recorded are probably 
the result rather than the cause of this endogenous rhythm. | 


Summary 


1. Biloxi soybean (Glycine max. L. MERR.) plants, grown in a green- 
house under long day illumination of about 20 hours, were exposed to 
7 photoinductive cycles, each consisting of an 8 hour photoperiod and 
dark periods of 10 to 64 hours. 

In the first experiment plants were divided into 3 lots. The first 
lot received dark period at 23° C, the second one at 17°C and the third 
at 10°C. 

In the second experiment also plants were divided into 3 lots. The 
plants of one lot were treated with 15 p.p.m. of IAA; those of the second 
lot were treated with 30 p. p.m. of IAA, while the third lot of plants were 
not treated with IAA and acted as control. 

In the third experiment plants were exposed to 7 cycles, each consist- 
ing of an 8 hour photoperiod and 28 hours of dark period and were treated 
with different concentrations of indole 3-acetic acid (IAA), naphthalene 
acetic acid (NAA), 2-4-dichlorophenoxy isobutyric acid (2, 4-di, cl), 
2, 4, 6-trichlorophenoxy acetic acid (2, 4, 6-T), a-naphthyl maleimide 
(Naph. mal.), saccharose and B-hydroxy ethyl hydrazine. 

After the photoinductive treatments plants were transferred back 
to the greenhouse and were kept under long day condition till dissected 
to determine the number of nodes showing flower bud initiation. 

2. The flower bud initiation shows a rhythmical pattern in the photo- 
periodic reaction of this plant with maxima and minima occurring at 
24 hour intervals in plants exposed to dark period at 23°C. The duration 
of the rhythm is increased to 30 hours when plants are exposed to 17° C 
during the dark period and to 36 hours when the temperature during 
the dark period is still further lowered to 10°C. This lengthening of the 
duration of the rhythm is ascribed to the slowing down of the rhythmical 
process which is considered to be inhibitory in nature. 
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There is a depression in the magnitude of flowering with lowering 
of temperature. This depressing effect of the temperature is ascribed to 
the low production of flowering stimulus C as a result of insufficient 
production of dark product B under these conditions. 

3. The application of IAA inhibits flowering and the magnitude of 
inhibition increases with an increase in the concentration of IAA. IAA, 
however, does not alter the endogenous rhythm. Thus the maxima 
in flowering are shown with cycle lengths of 24, 48, and 72 hours even 
when plants are treated with 15 p.p.m. of IAA. Even in plants treated 
with a higher concentration of 30 p.p.m. of IAA, slight flower bud initia- 
tion is shown with photoperiodic cycles of 24 and 48 hours duration. 

4. None of the various concentrations of auxins, antiauxins or saccha- 
rose used in Experiment 3 induced flower bud initiation in plants exposed 
to seven 36 hour cycles. 

5. It is considered that the rhythmical process is inhibitory in nature 
with phases of increasing and decreasing ability to inhibit the flowering 
stimulus C (HAMNER 1940). It does not, however, appear to be related 
either with the diurnal fluctuations in the auxin concentrations, as 
postulated by Gaston and DALBERG (1954), or to the diurnal fluctua- 
tions in the metabolism as reported by some workers. In the light of 
the results obtained in this paper it appears that these fluctuations in 
the auxin concentration and metabolism are probably the result rather 
than the cause of this endogenous rhythm. 
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PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE UNTERSUCHUNGEN 
UBER DIE WUCHS- UND HEMMSTOFFE 
DES HAFERKEIMLINGS UND DES MAISSCUTELLUMS* 


Von 
HELMUT BoHLING 


Mit 30 Textabbildungen 
(Eingegangen am 30. Dezember 1958) 


Einleitung 

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, mit Hilfe der Papier- 
chromatographie die Wirkstoffverhältnisse des Haferkeimlings einer 
Klärung näherzubringen. Die Wuchsstoffe der Haferkoleoptile sind 
bereits von TERPSTRA (1953) und Raapts und Sép1ne@ (1957) chromato- 
graphisch untersucht worden, doch stimmen diese Arbeiten in den Er- 
gebnissen nicht restlos überein. Eine weitere Untersuchung erschien 
daher ratsam. Wurzel und Scutellum sollten dabei mit einbezogen wer- 
den. Allerdings wurde hier das Maisscutellum gewählt, weil über seinen 
Hemmstoff bereits zahlreiche Angaben in der Literatur vorliegen und 
außerdem die Bearbeitung technisch einfacher ist als beim Hafer- 
scutellum. 

A. Koleoptilspitzen 
I. Material und Methodik 

Für die Versuche wurde anfänglich Dippes Siegeshafer (Ernte 1954, Hochzucht), 
später, und zwar für den größeren Teil, Carsten VII (Ernte 1954 und 1955, Nachbau) 
benutzt. 

Die Anzucht des Hafers erfolgte in feuchtem Sägemehl in Mitscherlich-Unter- 
sätzen. Die Schalen standen zunächst am Licht, wurden aber dunkel aufbewahrt, 
sobald die Keimung stattgefunden hatte. Zur Gewinnung des Koleoptilspitzendiffu- 
sates wurden die etwa 0,5 cm lang abgeschnittenen Spitzen eineinhalb Stunden mit 
Aqua bidest. ausgelaugt (s. auch Raapts und Séprne 1957). In einigen späteren 
Versuchen wurde der Extrakt noch durch Zentrifugieren von Trübungsstoffen 
befreit. Das Eindampfen erfolgte gewöhnlich auf dem Wasserbad. Zeitweiliges 
Arbeiten mit Temperaturen von nur 40—50° im Vakuum ließ demgegenüber keine 
Unterschiede deutlich werden. Für einen Versuch wurden jeweils 1500 bis 2000 
Koleoptilspitzen (ohne Primärblatt) verwendet, von denen das eingedampfte wäß- 
rige Diffusat eine braune, sirupartige Masse ergab. 

Die Fraktionierung der Substanz erfolgte nach der Methode der aufsteigenden 
Papierchromatographie, entsprechend den Angaben von CRAMER (1954). Die ver- 
wendeten Papiersorten waren Schleicher u. Schüll 602 h: p (bis zum Frühjahr 1956) 

* Auszug aus einer Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen 
Fakultät der Universität Hamburg. 
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und Schleicher u. Schüll 2043b mgl (während der folgenden Zeit). Neben dem 
Pflanzenextrakt liefen als Kontrollsubstanz stets 4—5 ug synth. Indolylessigsäure 
(IES) mit, deren Lage auf dem entwickelten Chromatogramm durch Besprühen 
mit Perchlorsäure-Eisenchlorid-Lösung (nach GoRDON u. WEBER 1951) ermittelt 
wurde. In den meisten Versuchen wurden Extrakt- und Kontrollbahn durch ein 
„Fenster‘‘ (einen etwa 2 mm breiten aus dem Papier herausgeschnittenen Schlitz) 
getrennt, um seitliche Ausbreitung der synth. Substanz unbedingt zu verhüten. 
Im allgemeinen wurde das zur Trockene eingedampfte Koleoptilspitzendiffusat 
ohne weitere Vorbehandlungen der Papierchromatographie unterworfen, um nicht 
von vornherein bestimmte Stoffgruppen auszuschalten. Als Nachteil mußte so 
allerdings wegen der beachtlichen Substanzmenge die Gefahr nicht völlig scharfer 
Trennung und u. U. auch eine gewisse gegenseitige Wanderungsbeeinflussung der 
Komponenten in Kauf genommen werden (CRAMER 1954, FiscHER 1954). 

Als Chromatographierflüssigkeit diente meistens Isopropanol-Aqua bidest.- 
Ammoniak (25%ig) im Verhältnis 80:15:5 (nach FiscHEr); ferner aber auch Iso- 
propanol-Aqua bidest. 80:20, n-Butanol-Aqua bidest.-Ammoniak 10:10:1 (obere 
Phase) und in zwei Versuchen Äthanol-Aqua bidest.-Ammoniak 70:25:5. Das 
erstgenannte Lösungsmittel erreichte in 12—15 Stunden bei 22° durchweg eine 
Steighôhe von etwa 23 em (Aufbewahrung dunkel in einem temperaturkonstanten 
Schrank). Bei der Papiersorte 602 h : p wiesen allerdings verschiedene Lieferungen 
beträchtliche Unterschiede im Verhalten auf. Dabei ging im allgemeinen mit zu- 
nehmender Laufzeit eines Chromatogramms eine Erhöhung im R,-Wert des IES- 
Kontrolle einher. Dasselbe war auch zu beobachten, wenn durch etwas höhere 
Temperatur die Laufzeit verlängert war!. 

Nach dem Trocknen des entwickelten Chromatogramms, was gewöhnlich bei 
Zimmertemperatur unter einem großen Dunkelsturz erfolgte, wurde die Extrakt- 
bahn im biologischen Test geprüft. Das Chromatogramm wurde dazu vom Start 
bis zur Lösungsmittelfront in zehn gleich große Abschnitte aufgeteilt, die zweimal 
mit je 5 cm? 20%igem Athanol eine halbe oder einmal eine ganze Stunde in Por- 
zellanschälchen eluiert wurden. Beim untersten Chromatogrammabschnitt wurde 
die Auftragestelle des Extraktes entweder vollständig oder doch weitgehend von der 
Elution ausgenommen. Die Eluate wurden auf dem Wasserbad abgedampft und 
die Rückstände mit Hilfe kleiner Pipetten mit wenig Lösungsmittel auf je 6 bis 
8 Agarwürfel (2,5 x 2,5 x 1,3 mm, 3% Agar) geträufelt. Es kam so der Extrakt 
von 250 Koleoptilspitzen auf einen Würfel von jeder Chromatogrammzone. Als 
Kontrollpräpara‘e beim Test dienten zwei Agarserien, die mit dem wie oben 
gewonnenen Eluat aus zwei Papierabschnitten oberhalb der Lösungsmittelfront 
des Chromatogramms (,,leere Zonen‘‘) versehen waren?. 


1 Es ist überhaupt keineswegs experimentell einfach, konstante R;-Werte zu 
erzielen, obwohl vom physikalisch-chemischen Gesichtspunkt der R,-Wert einer 
Substanz unter genau definierten Bedingungen eine charakteristische Größe ist 
(CRAMER 1954, SCHAUER u. BULIRSCH 1955). Wie schwierig es aber ist, ein wirklich 
genau definiertes und reproduzierbares äußeres System innezuhalten, geht in aller 
Deutlichkeit hervor aus einer Veröffentlichung von SCHAUER u. BULIRSCH (1955). 

2 Die „lesren Zonen‘ bewirkten bei den Testpflanzen meist ein etwas 
schwächeres Wachstum als reiner Agar. Wachstumsbeeinflussende Stoffe des 
Papiers machten sich auch bemerkbar in dem vom aufsteigenden Lösungsmittel 
durchtränkten Bereich des Chromatogramms. Das zeigten „Blindehromato- 
gramme“, d.h. solche, bei denen gar keine Substanz aufgetragen war. Recht 
auffallend war dann eine Hemmstoffwirkung in der Frontzone, besonders im 
Krümmungstest (s. unten). Letzterer zeigte außerdem auch durchweg im Be- 
reich um R,0,4 eine Hemmstoffwirkung. Ferner schien das Papier Stoffe zu 
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Als Testobjekt diente die Haferkoleoptile. Die Anzucht der Testpflanzen, fiir 
die als Saatgut ,,Dippes Siegeshafer‘‘ (Hochzucht) genommen wurde, erfolgte in 
feuchtem Sägemehl in Blumentöpfen, die bis zum Erscheinen der ersten Koleoptil- 
spitzen am Tageslicht belassen wurden. Die weitere Aufbewahrung erfolgte im 
Dunkelschrank unter Dunkelstürzen. 

Zur Prüfung der einzelnen Chromatogrammabschnitte auf Wuchs- bzw. Hemm- 
stoffgehalt kam in erster Linie der „Zylindertest‘‘ mit Agarwürfeln nach Funke u. 
SÔDING 1948 (nähere Beschreibung Söpıng 1952) zur Anwendung, wenn auch mit 
geringen Abänderungen. Die Ablesungen wurden anfänglich zwei, vier, sechs und 
etwa vierundzwanzig Stunden nach dem Aufkleben des Agars auf die Testzylinder 
vorgenommen, vom Herbst 1955 an nur noch nach drei, sechs und vierundzwanzig 
Stunden (glgtl. noch einmal nach zwei Tagen). 

Bei der Auswertung der Teste diente von jeder Serie der durchschnittliche 
prozentuale Zuwachs der Zylinder als Vergleichsgrundlage, Die Unterschiede im 
Zuwaohs der Einzelzylinder innerhalb der Serien waren durchweg gering, so daß 
bei 6—8 Zylindern je Serie ein brauchbarer Mittelwert resultierte. Traten extreme 
Abweichungen auf bei einzelnen Zylindern, so wurden diese nicht mitbewertet. 

Recht große Unterschiede gab es bei den verschiedenen Versuchen hinsichtlich 
der allgemeinen Wüchsigkeit der Koleoptilzylinder. Trotz aller Bemühungen, eine 
möglichst große Wuchsfreudigkeit der Testpflanzen zu erzielen durch Variieren von 
Einzelheiten während der Anzucht, konnte dieses Ziel nicht erreicht werden. 
Leichte Temperaturerhöhung am Vortage des Testes erwies sich häufiger als nütz- 
lich. Möglichst vermeiden sollte man jedoch eine stärkere Beeinflussung durch 
bedeutend erhöhte oder verminderte Temperatur bei unbefriedigendem Entwick- 
lungszustand kurz vor dem Test. 

Ein Problem bei zahlreichen Versuchen war die unterschiedliche Wuchsstärke 
der Kontrollserien, von denen eine als erste, die andere als letzte des gesamten Testes 
verarbeitet wurde. In der Mehrzahl dieser Fälle wuchs die Anfangskontrolle besser. 
Die Ursache dafür kann ich nicht angeben. Als vorteilhadt erwies es sich, die 
Pflanzen für jede Serie mehreren Anzucht-Töpfen zu entnehmen. Darüber hinaus 
ist es ratsam, mehrere Zylinderserien — meist wurden vier genommen — gemeinsam 
herzurichten. Unterschiede in der Wüchsigkeit der Pflanzen, die etwa durch ge- 
ringe Feuchtigkeitsdifferenzen zwischen den einzelnen Töpfen hervorgerufen werden 
können, waren so am sichersten auszugleichen. 


enthalten, die sich bei der Chromatographie mit Isopropanol-Aqra bidest.- 
Ammoniak im Bereich um R,0,6 häuften und die durch IES-Vorgabe erzeugte 
Krümmung im Hafertest steigerten. Um einen Querlauf synthetischer IES vom 
Kontrollstreifen handelte es sich dabei offensichtlich nicht. Vom Herbst 1955 an 
wurde deshalb das Chromatographierpapier stets vorgereinigt mit dem jeweils be- 
nutzten Lösungsmittelgemisch. Die Reinigung erfolgte anfänglich durch einfaches 
Baden in einem Becherglas, ein bis zwei Tage lang, später durch absteigende Chro- 
matographie, wobei das Lösungsmittel durchlief. Blindehromatogramme von vor- 
gereinigtem Papier zeigten im allgemeinen kaum noch eine Hemmwirkung der Front- 
zone (s. unten). Die anderen, im Krümmungstest auftretenden Unregelmäßigkeiten 
ließen sich durch Vorwaschen jedoch nicht beheben. (Etwas bessere Ergebnisse liefer- 
ten einige Versuche mit Whatman I-Papier.) Trotzdem sollte bei allen papierchro- 
matographischen Arbeiten über Wirkstoffe eine Vorreinigung des Papiers nicht 
unterlassen werden. Soweit in der vorliegenden Arbeit der Krümmungstest mit 
IES-Vorgabe zur Anwendung kam, wurden die Ergebnisse stets mit der nötigen 
Vorsicht bewertet und vor allem nur im Vergleich zum wesentlich zuverlässigeren 
Zylindertest, der in den weitaus meisten Fällen angewandt wurde. 
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AuBer dem Zylindertest kam in einigen Fallen auch der Hafer-Kriimmungstest 
(als Tageslichttest nach Söpıns 1935 bzw. 1952) zur Anwendung. Dabei wurde 
jedoch den Agarwürfeln, bevor sie mit dem Pflanzenextrakt versehen wurden, eine 
„Vorlage‘‘ von synth. IES gegeben. Es sollten dadurch auch Hemmstoffe erfaßbar 
werden, die zwar die durch IES verursachten negativen Krümmungen vermindern, 
nicht aber für sich allein positive Krümmungen hervorbringen können. Die Konzen- 
tration der synth. IES in den Agarwürfeln betrug 2:10’ oder 4:10’, je nach den 
durch die jahreszeitlich wechselnde Empfindlichkeit des Testes (S6pING u. FuNKE 
1942, Söpıneg 1952) bedingten Erfordernissen. 

Die günstigste Größe der Testpflanzen lag für den Zylindertest offenbar bei 
etwa 1,5 cm Koleoptilenlänge, für den Krümmungstest bei rund 2,5 cm. 


II. Versuchsergebnisse 

1. Chromatographie des Rohextraktes. a) Chromatographie mit Iso- 
propanol-Aqua bidest.- Ammoniak. Als klarstes Ergebnis zeigten diese 
Versuche bei Anwendung des Zylindertestes einen Wuchsstoff, der in 
seinem R,-Wert recht genau übereinstimmte mit der Indolylessigsäure. 
Dieser R,-Wert lag durchweg bei etwa 0,45. Der Hauptwuchsstoff der 
Haferkoleoptile dürfte demnach also die IES sein. Geringfügige Unter- 
schiede zwischen dem IES-Fleck der Kontrollbahn und dem Haupt- 
förderungsgebiet der Extraktbahn sind erklärlich durch die beachtliche 
Menge von Begleitstoffen im Extrakt, durch die nach Literaturangaben 
(z.B. CRAMER 1954, Fischer 1954) Beeinflussungen eines R,-Wertes 
möglich sind. 

Als zweite, meist wesentlich schwächere Förderungszone erwies sich 
in der Versuchsreihe vom Winterhalbjahr 1954/55 häufig, aber nicht 
immer, der zweite oder dritte Chromatogrammabschnitt, der R,-Bereich 
um 0,2 also. Recht deutlich kam dieser Gipfel der Wirkungskurve des 
Chromatogramms dagegen in zwei neueren Versuchen vom Juli 1957 
zum Ausdruck. Hierbei wurde das Rohdiffusat vor dem Eindampfen 
durch Zentrifugieren geklärt und nachher nur der leicht mit wenig 
Wasser aufnehmbare Teil des eingedampften Rückstandes auf das 
Chromatographierpapier gebracht. 

Bei den letztgenannten Versuchen bestand ferner der Verdacht auf 
das Vorhandensein eines dritten Wuchsstoffs im Bereich um R, 0,75. 
Die älteren Ergebnisse, denen die weitaus größere Zahl von Versuchen 
zugrunde liegt, ließen dagegen nur in’einigen Fällen eine wachstums- 
fördernde Wirkung des fraglichen Chromatogrammabschnitts, besonders 
nach längerer Testdauer, erkennen. 

Eine bei fast allen Versuchen auftretende Erscheinung war eine 
wachstumshemmende Wirkung des untersten Chromatogrammabschnit- 
tes (R,< 0,1). 

Zu erwähnen bleibt noch eine Hemmwirkung der Frontzone in der 
Mehrzahl der Versuche, die ich jedoch auf Verunreinigungen des Papiers 
zurückführen möchte. Weiter trat häufiger im 9. Chromatogramm- 
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abschnitt eine Hemmung auf, die mir auf einem Stoff der Koleoptile zu 
beruhen scheint. 

Bezüglich der Zuverlässigkeit der Ergebnisse ist zu sagen, daß als 
statistisch sicher zweifellos der Heteroauxingipfel anzusehen ist. Um 
eine derartige Sicherheit für die übrigen Gipfel zu erhalten, wäre wohl 
noch eine größere Anzahl von Versuchen notwendig gewesen. Immerhin 
wurden hier, wie auch in allen folgenden Versuchsanordnungen, mehrere 
Untersuchungen ausgeführt, und die Ergebnisse vom Winter 1954/55 
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Abb. 1. Durchschnittswirkungskurven von 13 Versuchen (1954/55) mit Koleoptilspitzen- 
rohextrakt. Chromatographie mit Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak 80:15:5. Abszisse: 
Die den R,-Werten entsprechenden Chromatogrammabschnitte. Ordinate: Zuwachs der 
Testzylinder in % der Ausgangslänge. Schraffierte Säulen: Anfangs- und Endkontrolle 
(„leere Zonen‘). Der Pfeil unten gibt die Lage der synth.IES auf dem Chromatogramm an 


Abb. 2. 3 Versuche mit Koleoptilspitzenrohextrakt, entsprechend Abb. 1 


stützen sich auf mehr als 16 Einzelversuche. 13 davon sind in der 
kombinierten Wirkungskurve der Abb. 1 dargestellt. Drei weitere 
gleichartige Versuche, bei denen jedoch der R,-Wert der IES höher lag, 
zeigt Abb. 2, während die beiden oben erwähnten Versuche vom Juli 1957 
in Abb. 3 zusammengefaßt sind. 


Weitere Versuche wurden mit dem ‚„Wannentest‘‘ ausgeführt. Dabei 
tauchten die invers gestellten Zylinder mit der apikalen Schnittfläche 
in eine kleine Glaswanne, die in etwa 0,5 cm? Lösung die Eluate der 
Chromatogrammabschnitte enthielt. Die aus fünf solchen Versuchen 
ermittelte Wirkungskurve (Abb. 4) zeigte erwartungsgemäß deutlich das 
IES-Maximum, daneben einen wachstumsfördernden Bereich um R,0,75. 
Letzterer war wiederum erst erkennbar bei der Messung nach einem Tag 
Einwirkungsdauer. Im ersten Chromatogrammabschnitt zeigte sich eine 
hemmende Wirkung, aber erst nach längerer Testdauer, im Gegensatz 
zum Testverfahren mit Agarwürfeln, wo maximale Hemmung schon 
gleich zu erkennen war. 
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Der Haferkrümmungstest ergab bei einer Vorlage synthetischer IES 
einen Verlauf der Wirkungskurve des Chromatogramms, der dem mit 
dem Zylindertest erhaltenen durchaus vergleichbar ist, besonders dem 


in Abb. 2 dargestellten. Die Kombination von sechs Versuchen mit 


Krümmungstest stellt Abb. 5 dar. Klar zum Ausdruck kommt hier das 
IES-Maximum, allerdings bei einem bemerkenswert hohen R,-Wert (im 
Durchschnitt 0,58) und daneben der ,,2. Wuchsstoff‘‘. Deutliche Minima 

zeigt die Kurve in der untersten und 
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Abb.3. 2 Versuche mit Koleoptilspitzenrohextrakt (nur der leicht lösliche Anteil des 
eingedampften Rückstandes wurde benutzt). Chromatographie mit Isopropanol-Aqua 
bidest.- Ammoniak 


Abb. 4. 5 Versuche mit Koleoptilspitzenrohextrakt unter Anwendung des ‚„Wannentestes‘‘ 


b) Chromatographie mit Isopropanol- Aqua bidest. Drei Versuche wur- 
den unter Benutzung dieses Lösungsmittelgemisches durchgeführt, das 
also im Gegensatz zum erstverwendeten schwach sauer reagiert. Das 
Bild dieser Wirkungskurve war dem früher erhaltenen ähnlich, doch 
wiesen IES-Maximum und auch der ‚2. Wuchsstoff‘‘ höhere R,-Werte 
auf. Die Versuche wurden im August 1957 ausgeführt, auch mit zentri- 
fugiertem Extrakt, von dessen eingedampftem Rückstand in zwei Fällen 
wieder nur der leicht lösliche Anteil verwendet wurde (Abb. 6). Auf- 
fallenderweise fehlte hier jegliche Hemmung durch den Abschnitt 1. 
Vorhanden war diese dagegen in mäßigem Grade bei einem weiteren 
Versuch, bei dem der gesamte eingedampfte Rückstand der Chromato- 
graphie unterworfen wurde. Nicht erkennbar war in letzterem Versuch 
allerdings der ‚2. Wuchsstoff*. Den ,,3. Wuchsstoff‘‘ zeigten alle drei 
Versuche. 

c) Chromatographie mit Äthanol- Aqua bidest.- Ammoniak. Zwei Ver- 
suche zeigten nur Wuchsstoff an der Stelle der IES (R, = 0,68) und einen 
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Hemmstoff im 3. Chromatogrammabschnitt (R, 0,2—0,3). Letzterer 
ist sehr wahrscheinlich identisch mit dem Hemmstoff der untersten 


Chromatogrammzone beim Be- 
nutzen von Isopropanol bzw. Bu- 
tanol zum Chromatographieren. 

d) Chromatographie mit n- 
Butanol- Aqua bidest.- Ammoniak. 
Vergleichshalber wurde in einigen 
wenigenVersuchenmitn-Butanol- 
Aqua bidest.-Ammoniak chro- 








matographiert. Eine sich dann 
ergebende Wirkungskurve ist in 
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Abb.5. 6 Versuche mit Koleoptilspitzen- 
rohextrakt unter Anwendung des Hafer- 
Krümmungstestes (mit Vorlage synth. 
IES). Abszisse: Zonen des Chromato- 
gramms. Ordinate: Krümmungswinkel 
nach 2°/, Std Testdauer. Chromato- 
graphie mit Isopropanol-Aqua bidest.- 
Ammoniak 


Abb. 7 dargestellt. Eine Ahnlich- 
keit mit denen bei Isopropanol- 
chromatographie ist durchaus 
erkennbar, doch liegen hier die 
R,-Werte tiefer (IES 0,25). Dem- 
zufolge läßt sich jedoch kaum et- 
was aussagen über den ,,2. Wuchs- 
stoff‘‘. Möglicherweise war er mit- 
beteiligt am Heteroauxinmaxi- 
mum, das bei diesen Versuchen 
recht stark ausgeprägt war. Der 
Wuchsstoffgipfel bei R, 0,65 ist 
sicherlich auf den ,,3. Wuchsstoff‘“ 
zurückzuführen. 
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Abb. 7. 


Ein Versuch mit Koleoptilspitzen- 
rohextrakt. Chromatographie mit n-Butanol- 
Aqua bidest.-Ammoniak 


2, Chromatographie vorbehandelter Extrakte. a) Ausschütteln mit Chloroform. Das 
wäßrige Spitzendiffusat wurde zur Trockene eingedampft, mit 5 cm? Aqua bidest. 








76 Hermur Bourne: 


wieder aufgenommen und im Scheidetrichter dreimal fiinf Minuten mit einem Uber- 
schuB von Chloroform (gut eineinhalbfache Menge) ausgeschiittelt. Dazu wurde die 
waBrige Lösung vorher mit 1,5%iger Weinsäure angesäuert auf px 3 (Indicator 
Lyphanpapier) oder aber mit 8%iger NaHCO,-Lésung alkalisch gemacht, etwa auf 
pu 8,2 (Prüfung mit Mercks Spezial-Indicatorpapier). Der auf dem Wasserbad 
eingedampfte Chloroformauszug wurde chromatographiert. 

Nach dem Ausschütteln aus saurer Lösung war bei Chromatographie 
mit Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak und Anwendung des Zylinder- 
testes der Wuchsstoff an der Stelle der JES noch vorhanden. Die beiden 
anderen waren dagegen nur recht schwach in der Wirkungskurve zu 
erkennen. 


Ausschütteln aus alkalischer Lösung ließ hernach alle drei Zuwachs- 
maxima erkennen, wenngleich deren Ausprägung nur schwach war. Am 
deutlichsten trat wohl der ‚3. Wuchsstoff‘‘ nach dieser Behandlung 
Zutage. 

Unter keinen Umständen ließ sich der in der Startzone verbleibende 
Hemmstoff in das organische Lösungsmittel überführen. 


Die Beurteilung dieser Ausschüttelversuche muß allerdings mit 
Vorbehalt erfolgen, da sie nur je dreimal ausgeführt wurden und 
vor allem, da die Maxima der Wirkungskurve nicht sehr deutlich 
ausgeprägt waren, abgesehen von der IES-Zone nach dem Ausschüt- 
teln aus saurer Lösung. 


b) Extraktion des trockenen Riickstandes mit organischen Lösungs: 
mitteln. Nach Untersuchungen von TEGETHOFF (1950) über den Hemm- 
stoff des Maisscutellums soll dieser zwar in organischen Lösungsmitteln 
besser löslich sein als in Wasser, doch soll es andererseits nicht möglich 
sein, ihn aus wäßriger Lösung auszuschütteln. Diese Möglichkeit wurde 
nun auch für Hemmstoffe des Haferkeimlings in Betracht gezogen, und 
es wurde versucht, das trockene Koleoptilspitzendiffusat mit Alkohol 
bzw. Chloroform zu extrahieren. 

In drei Versuchen wurden dem eingedampften Rückstand des wäßrigen Diffu- 
sates von 2000 Koleoptilspitzen, das durch Zentrifugieren geklärt war, etwa 8 cm? 
reiner 96%iger Äthanol zugesetzt. Über das Schälchen wurde eine Glasglocke ge- 
stülpt und nach Bedecken mit einem Dunkekturz blieb das Ganze 18—20 (einmal 
nur gut drei) Stunden stehen. Der dann leicht braune Alkoholauszug wurde auf 
dem Wasserbad eingedampft und der Rückstand, soweit er mit schwachem Alkohol 
leicht aufnehmbar war, chromatographiert. 

Das Ergebnis von zweien dieser Versuche zeigt Abb. 8, worin deutlich 
das IES-Maximum und der ‚3. Wuchsstoff‘‘ zum Ausdruck kommen, 
nicht dagegen der ‚2. Wuchsstoft‘‘. Klar erkennbar war letzterer jedoch 
im dritten Versuch dieser Art, dessen Wirkungskurve deshalb nicht mit 
den anderen zusammengefaßt wurde, da hier der R,-Wert der IES um 
eine Zone höher lag. 
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Eine wachstumshemmende Wirkung des 1. Chromatogrammabschnit- 
tes war in allen Fallen nur recht schwach erkennbar. In einem Versuch 
wurde diese Zone noch einmal gesondert gepriift, und zwar im Vergleich 
zum Verhalten reinen Papiers. Von zwei gleich breiten, durch ein Fenster 
getrennten Chromatogrammbahnen, auf deren eine der Alkoholauszug 
des Extraktes von 1700 Koleoptilspitzen gebracht war, wurde jeweils der 
unterste Abschnitt untersucht. Eine mäßige Hemmwirkung war auch 
hier nicht zu übersehen (s. Abb. 9). In gleicher Weise wurde in diesem 
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Abb. 8. 2 Versuche mit dem Alkoholauszug aus zur Trockene eingedampftem Koleoptil- 
spitzenrohextrakt. Chromatographie mit Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak 


Abb. 9. Wirkung der Chromatogrammabschnitte 1 und 8/9 von einem mit Isopropanol- 

Aqua bidest.-Ammoniak chromatographierten Alkoholauszug aus zur Trockene eingedampf- 

tem Koleoptilspitzenrohextrakt im Vergleich zu den entsprechenden Zonen einer ‚leeren‘ 
Kontrollbahn (röm. Zahlen) 


Versuch der Chromatogrammabschnitt von R, 0,7—0,9 geprüft, da auch 
hier nach den älteren Versuchen der Verdacht auf einen Hemmstoff vor- 
lag. Der Alkoholauszug wirkte jedoch ganz leicht fördernd auf die Test- 
zylinder, vielleicht infolge Anwesenheit des ‚3. Wuchsstoffes“. 

Dem zuletzt geschilderten Versuch entsprechend wurde ein andermal 
ein Chloroformauszug aus dem zur Trockene eingedampften Diffusat 
von 2000 Koleoptilspitzen untersucht. Dabei erwies sich die Chromato- 
grammzone 1 als völlig unwirksam im Test, während der Abschnitt 8/9 
eine deutliche Förderung des Zylinderwachstums zeigte (Abb. 10). 
Letztere ist zweifellos auf den ,,3. Wuchsstoff‘‘ zurückzuführen. 

c) Durchleitversuche. Nach Baumeister (1950) enthält die Kartoffelknolle 


einen Hemmstoff, der leicht in akropetaler Richtung ein Haferkoleoptilstück durch- 
wandert. Es erschien mir daher zweckvoll, den Hemmstoff des Koleoptilspitzen- 
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diffusates gleichfalls auf diese Fahigkeit zu untersuchen. Experimentell wurde 
hierbei ahnlich verfahren, wie es BAUMEISTER beschreibt. Von etwa 2 cm langen 
Haferkeimlingen wurden 1,5 mm unterhalb der Spitze 10mm lange Koleoptil- 
zylinder entnommen und zum Verbrauch des eigenen Wuchsstoffes einen Tag lang 
auf feuchtem Filtrierpapier in Petrischälchen dunkel aufbewahrt. Letztere wurden 
dabei möglichst vertikal gestellt, da sonst beträchtliche geotropische Krümmungen 
der Zylinder auftraten. Hernach wurde nochmal decapitiert (1,5 mm) zur Entfer- 
nung der inzwischen gebildeten physiologischen Spitze. Gehalten durch einen mit 
Bohrungen versehenen Plexiglasstreifen, der mit seinen Enden auf kleinen Holz- 
blöckchen lag, wurden die wuchsstoffleeren Koleoptilzylinder nun aufrecht in kleine 

Glaswannen gestellt, die den mit wenigen Tropfen 


60, Aqua bidest. aufgenommenen Riickstand vom Eluat 

% _— aus der Chromatogrammzone 1 bzw. 8/9 enthielten. 

Als Kontrolle dienten wieder die entsprechenden 

sor 23 Abschnitte eines gleich breiten, durch ein Fenster 
— 


Std  abgetrennten leeren Chromatogrammstreifens, die 
— die gleiche Behandlung erfuhren. Der obere Teil 
Wr der Zylinder ragte durch die Löcher der Plexiglas- 
leiste, so daß auf die apikale Schnittfläche jeweils 
ein Agarwürfel geklebt werden konnte wie üblicher- 
Tr weise beim Zylindertest (Abb. 11). Die Aufbewahrung 
erfolgte dann unter einer Glasglocke im Dunkeln. 
aol bgt Die Durchleitdauer betrug zunächst gut zwei Stun- 

den. Die Agarblöckchen wurden dann in der üb- 

u lichen Weise getestet. 
+ Eine wachstumshemmende Wirkung die- 
--~--/ ser Präparate ließ sich nicht feststellen. 
BAUMEISTER schreibt demgegenüber von dem 
1 I 8/9 MX Kartoffelhemmstoff, daß er schon nach einer 
= = M UN. SU Stunde 0,7 em lange Koleoptilzylinder durch- 
einem Chloroformauszug aus wandert habe. Da in meinen Versuchen keine 
ig ‘al Leitung erfolgte, wurde zunächst die Durch- 
leitdauer erhöht bis zu fünf Stunden und dann 
außerdem die Länge der Durchleitzylinder reduziert auf 5 mm. Aber auch 
das hatte keinen Erfolg, weder bei der Chromatogrammzone 1 noch bei 
der oberen von R,0,7—0,9. Letztere ergab gegenüber der Kontrolle 

eher eine geringe Förderung. 

Da das von Funke u. Söpıng (1948) gleichfalls in Kartoffelknollen 
gefundene und auch von E. MEYER (1950) bestätigte Antiauxin ebenfalls 
Hemmstoffwirkung zeigen kann und nach Angabe der genannten Au- 
toren in beiden Richtungen durch die Haferkoleoptile leitbar ist, wurde 
auch versucht, den Haferhemmstoff in der oben beschriebenen Weise 
basipetal durch Koleoptilzylinder zu leiten. Auch dieses wurde mit den 
beiden erwähnten Chromatogrammbereichen vorgenommen. Ein hem- 
mender Einfluß im Vergleich zur Kontrolle blieb wiederum aus. Durch- 
weg erfolgte sogar eine leichte Förderung. Um festzustellen, ob letztere 
wirklich auf einem Wuchsstoff beruhte, wurde zweimal der Hafer- 
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kriimmungstest mit den Durchleitpraparaten ausgefiihrt. Es traten je- 
_ doch in keinem Fall Kriimmungen auf. 


d) Versuche mit ganzen Haferkeimlingsspitzen. Zur Ergänzung der 
Untersuchungen an Koleoptilspitzen wurden noch drei Versuche aus- 
geführt mit ganzen Keimlingsspitzen, also einschließlich Primärblatt. 


Für den Versuch wurden die Haferspitzen mit einer Schere abgeschnitten, 
schätzungsweise 1500—2000 Stück, und zur Entfernung von etwa anhaftendem 
Sägemehl in einem Becherglas mit 
Aqua bidest. gewaschen. Sie wur- oo D ao GG En 
den auf Filtrierpapier leicht ab- | I oO 0% HI u T] 
getrocknet und anschließend im 1 
Mörser zu einem Brei zerrieben. 
Durch Zentrifugieren ließ sich nur 
ein trüber Saft vom Sediment ab- Abb. 11. „Durchleitversuch‘“. Erläuterungen 
trennen, der dann mit 8cm? n- im Text 
Butanol durchgeschüttelt wurde. 

Jetzt anschließendes Zentrifugieren JES IWS. 

ergab einen klaren hellgelb-grün- % 
stichigen Butanolauszug. Dieser 40 
wurde zunächst eingedampft — in 

zwei Fallen bis auf einen sehr ge- 20 
ringen Flüssigkeitsrückstand, das « 
dritte Mal bis eben zur Trockene — 8 
und dann wieder mit etwa 8cm? X 20 
Butanol acht Stunden dunkel unter N 
einer Glasglocke stehengelassen. 10 
Die so entstandene hellbraune 
Butanollösung wurde abermals ab- 
gedampft und der Rückstand mit 
etwa 25%igem Alkohol (einmal 
wurde Aqua bidest. benutzt)aufdas Abb. 12. 2 Versuche mit dem in Butanol auf- 


Chromatographierpapier gebracht. genommenen Saft von etwa 1500 zerriebenen, 
à fe ganzen Haferkeimlingsspitzen. Chromatographie 
Nach Chromatographie mit mit Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak 


Isopropanol-Aqua bidest.-Am- 
moniak lieB die Wirkungskurve zwei deutliche Maxima erkennen, erstens 
bei etwa R,0,50 und zweitens bei R, 0,80 (Abb. 12). Ersteres ist sicher auf 
IES zurückzuführen. Das letztere kam immer erst nach längerer Zeit, dann 
aber recht deutlich zum Vorschein. Sicher handelte es sich hier um den 
3. Wuchsstoff‘‘ der Koleoptilspitze. Der sonst beobachtete ,,2. Wuchs- 
stoff‘ trat in zwei Versuchen so gut wie gar nicht in Erscheinung. Der 
dritte Versuch ergab dagegen nach längerer Testdauer einen deutlichen 
Forderungszipfel, aber erst in der vierten Chromatogrammzone. Viel- 
leicht darf man dafür den ,,2. Wuchsstoff‘‘ verantwortlich machen, denn 
auch die synthetische IES hatte in dem Versuch den ungewöhnlich 
hohen R,-Wert 0,61. 

Von einer hemmenden Wirkung der Chromatogrammzone am Start 
war bei diesen Versuchen nur sehr wenig zu merken. Eine geringfügige 
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Hemmung verursachte teilweise auch die Zone an der Lösungsmittelfront, 
obwohl das Papier vorgereinigt war. 


B. Wurzelspitzen 
Analog den bisherigen Versuchen mit Koleoptilspitzen wurden auch 
Untersuchungen an Wurzelspitzen durchgeführt, einmal zum Vergleich 
der Verhältnisse in Sproß und Wurzel, zum anderen, da von Hemmstoffen 
in Wurzeln, gerade auch Getreidewurzeln, in der Literatur des öfteren 
die Rede ist (BENNET-CLARK u. KEFFoRD 1953, Voet 1951, HowELL 
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Abb. 14 


Abb. 13. 4 Versuche mit Wurzelspitzenrohextrakt. Chromatographie mit Isopropanol- 
Aqua bidest.-Ammoniak 


Abb. 14. 5 Versuche mit Wurzelspitzenrohextrakt unter Anwendung des Kriimmungs- 
testes. Chromatographie mit Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak 


1954, LEXANDER 1953 u.a.). Am bekanntesten dürfte hier wohl das 
Vorkommen von Cumarin und verschiedenen Derivaten davon sein 
(Goopwix u. versch. Mitarbeiter, ANDREAE 1952, EBERHARD 1955). 


I. Methodik 


Die Anzucht des Hafers erfolgte wiederum in Sägemehl. Verwendet wurden 
die Pflänzchen jetzt aber in einem früheren Entwicklungsstadium, am besten, wenn 
die Koleoptilen eben aus dem Substrat hervorbrachen. Es waren dann durchweg 
drei Wurzeln von 3—4 cm Länge gebildet. Die Säuberung der ausgezupften Pflan- 
zen erfolgte durch kräftiges Abbrausen unter der Wasserleitung in einem grobmaschi- 
gen Haarsieb. Durch Ausbreiten auf etwas festem Fließpapier wurde das Pflanzen- 
material leicht abgetrocknet. Die Wurzelspitzen wurden nun in einer Länge von 
knapp 4 mm abgeschnitten. Die Region der Wurzelhaare kam also nicht mit zur 
Verwendung. Je 300 Spitzen wurden mit 3 cm? Aqua bidest. ausgelaugt wie im 
Falle der Koleoptilspitzen. Auch die weitere Verarbeitung sowie der Test wurden 
in analoger Weise ausgeführt. 


II. Ergebnisse 


1. Chromatographie des Wurzelspitzenrohextraktes. a) Chromato- 
graphie mit Isopropanol- Aqua bidest.- Ammoniak. Krümmungs- und 
Zylindertest ergaben in diesen Versuchen ein recht gut übereinstimmen- 
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des Bild der Chromatogramm-Wirkungskurve, wie aus den Abb. 13 und 
‚14 hervorgeht, besonders, wenn man dabei berücksichtigt, daß der durch- 

schnittliche R,-Wert der IES-Kontrollen in den Versuchen mit Zuwachs- 
test um 0,05 höher lag und so in die sechste anstatt in die fünfte Chro- 
matogrammzone fiel. Beide Durchschnittskurven zeigen zwei Maxima. 
Das kleinere, bei etwa R, 0,8 gelegene, ist allerdings nur ein relatives, 
d.h. die Kontrollen liegen gleich oder noch etwas höher. Trotzdem 
möchte ich annehmen, daß hier eine leichte Wuchsstoffwirkung tatsäch- 
lich vorhanden ist!. Das sich frontwärts anschließende Minimum ist 
sehr wahrscheinlich durch einen Hemmstoff des nicht vorgereinigten 
Papiers bedingt. Daß in dem Bereich um R, 0,65 ein Hemmstoff vorliegt, 
erscheint mir zweifelhaft. 

Das große, von R, 0,1—0,5 (bzw. 0,6) reichende Maximum der Wir- 
kungskurve dürfte in erster Linie verursacht sein durch IES, bei der ver- 
mutlich eine beachtliche ,,Schwanzbildung‘‘ vorlag. Höchstwahrseheinlich 
war jedoch noch ein zweiter Wuchsstoff mitbeteiligt. Insbesondere ließ 
der Zylindertest einen solchen Schluß zu, der nach längerer Einwirkungs- 
zeit eine deutliche Aufspaltung des Maximums in zwei Gipfel zeigte. 

Sehr deutlich ergab sich in allen Versuchen eine stark hemmende 
Wirkung der untersten Chromatogrammzone (R,< 0,1). Im Zylinder- 
test war dies bei der ersten Zuwachsmessung besonders auffallend. 

In einem weiteren Versuch wurde nur die halbe sonst übliche Menge an Aus- 
gangsmaterial genommen. Außerdem wurde hier die Auftragstelle des Extraktes 
vollständig von der Elution des untersten Chromatogrammabschnittes ausgenom- 
men. Die Folge war, daß eine Hemmung durch diese Zone fast völlig ausblieb. Nach 
25stiindiger Testdauer zeigte sich stattdessen sogar eine Förderung. Recht gut war 
in diesem Versuch zu erkennen, wie das sonst nur mäßig gegliederte, sich von R, 0,1 
bis 0,6 erstreckende Maximum der Wirkungskurve in zwei Teile zerfiel. Auch hier 
wurde dies im Laufe längerer Zeit immer deutlicher. Eine wenig differenzierte 
Wirkung hatte dagegen der frontnahe Teil des Chromatogramms. Erst nach 25 Stun- 
den war eine Wachstumsförderung zu erkennen im Bereich um R, 0,85. Hemm- 
wirkungen blieben dagegen in der oberen Chromatogrammzone aus (Abb. 15). 

Erwähnt sei noch, daß, nachdem allgemein die Verarbeitung der Chromato- 
gramme, d.h. das Auftragen des Extraktes und nachher das Auswaschen, am Tages- 
licht erfolgt war, diese Arbeiten bei einigen Versuchen im Rotlicht verrichtet 
wurden, um einen etwaigen Einfluß kurzwelligen Lichtes auszuschalten. Ein ge- 
sicherter Unterschied in den Ergebnissen ließ sich jedoch nicht feststellen. 

b) Chromatographie mit Äthanol- Aqua bidest.- Ammoniak. Bei Ver- 
wendung dieses Lösungsmittelgemisches kamen zwei Wuchsstoffzonen 


1 Vielleicht kann man den Zuwachs der Kontrollen allgemein als etwas zu hoch 
ansehen. Es wurde nämlich einmal eine der üblichen „leeren Chromatogramm- 
zonen‘‘ mit einem entsprechend großen Abschnitt unterhalb der Startlinie (diedann 
entsprechend höher gelegt war), der also auch vom Lösungsmittel durchtränkt war, 
verglichen. Es ergab sich dann für die letztgenannte Zone ein etwas geringerer Zu- 
wachs beim Test. Es wäre daher vielleicht gut, allgemein Kontrollabschnitte unter- 
halb der Startlinie zu entnehmen. 
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deutlich zum Vorschein. Die untere von diesen war allerdings in ihrer 
Lage wenig konstant; die Abb. 16 stellt deshalb nur eine Kombination 
von zwei Wirkungskurven dar. Die R,-Werte der synthetischen IES 
wichen dagegen nur wenig vom Durchschnittswert (0,68) ab, und in 
diesen Bereich fiel auch das obere der beiden Wuchsstoffmaxima. Es 
liegt also nahe, auch beim Wurzelextrakt die hier wirksame Substanz 
als IES anzusehen. Der zweite 

Ir Fic on ahr Wuchsstoff lag im Mittel mit 
k seinem Gipfel in der vierten 
Chromatogrammzone. Trotz 
der hierbei auftretenden Un- 
regelmäßigkeiten der R,-Werte 
möchte ich annehmen, daß 
es sich stets um den gleichen 
wirksamen Stoff handelte. Der 
Zylindertest zeigte in diesem 
Bereich wieder eine Zunahme 

Abb. 16. Ein Ferch mit der ben sont ib Ger Wachstumsförderung. mit 
graphie mit Isopropanol-Aqua bidest.- Ammoniak der Zeit. Nach zweistündiger 
ZWS. JE Testdauer war kaum erst ein 














À F Le a Anfang davon zu erkennen. 
1 Über einen nach den Iso- 

$ 4 propanolversuchen zu erwar- 
x tenden dritten Wuchsstoff gab 
~ w BS die Chromatographie mit dem 
ok Athanolgemisch keine Aus- 





kunft. 

Eine Hemmstoffwirkung 
Abb. 16. 2 Versuche mit Wurzelspitzenroh- ließ sich außer in der bereits 
. a rt d tn - one a gesondert betrachteten Front- 

zone vor allem im zweiten 
Chromatogrammabschnitt (R, 0,1—0,2) erkennen. Vermutlich ist hier- 
für die gleiche Substanz verantwortlich zu machen, die bei Verwendung 
von Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak in der untersten Zone des 
Chromatogramms verblieb. Im Vergleich zur Kontrolle übte zwar 
auch beim Athanolchromatogramm diese Zone eine Hemmung aus, 
besonders im Krümmungstest, doch gewöhnlich nicht in dem Maße wie 
der folgende Abschnitt. 

c) Chromatographie mit Butanol- Aqua bidest.bzw. Butanol-aqua bidest.- 
Ammoniak. Das anfänglich benutzte Lösungsmittelgemisch n-Butanol- 
Wasser erwies sich bezüglich synthetischer IES als wenig geeignet, da 
es keine exakten R,-Werte ergab, sondern die mit Perchlorsäure-Eisen- 
chlorid erzeugten Farbflecke sehr lang ausgezogen waren. Daher wurde 
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in weiteren Versuchen ammoniakalisch chromatographiert, wie es schon 
bei den Koleoptilspitzenversuchen beschrieben wurde. Der Farbfleck 
der synthetischen IES war dann stets sehr scharf begrenzt; der R,-Wert 
lag im Durchschnitt bei 0,37. Ohne Ammoniak war die IES ein beacht- 
liches Stück weitergewandert. Das keineswegs klar erkennbare Maxi- 
mum des sehr in die Länge gezogenen Farbfleckes schwankte zwischen 
etwa R, 0,40 und R, 0,58. 

Die Chromatographie mit Butanol- Aqua bidest.-Ammoniak ergab die 
aus Abb. 17 ersichtliche Wirkstoffverteilung. Eine starke Wachstums- 
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Abb. 17. 2 Versuche mit Wurzelspitzenrohextrakt. Chromatographie mit n-Butanol-Aqua 
bidest.-Ammoniak 


Abb. 18. Ein Versuch mit Wurzelspitzenrohextrakt. Chromatographie mit n-Butanol- 
Aqua bidest. 


förderung ergab ein breiter Bereich um einen R,-Wert von 0,2. Der 
Gipfel der Wirkungskurve lag dabei teils in der zweiten, teils in der 
dritten Zone, entsprechend einem etwas höheren oder niedrigeren R,- 
Wert der IES-Kontrolle. Frontwärts erstreckte sich die Förderungszone 
bis etwa R,0,4. Ein weiteres, nur schwaches Maximum der Wirkungs- 
kurve lag im allgemeinen zwischen R, 0,6 und 0,7, erstreckte sich teil- 
weise aber auch noch auf den nächst höheren Chromatogrammabschnitt. 
Zuwachs- und Krümmungstest ergaben praktisch das gleiche Bild. 
Aufschlußreich für die Ausprägung der Wachstumsmaxima mögen 
die eben erwähnten Versuche mit Butanol-Wasser als Chromatographier- 
flüssigkeit sein. Während nämlich die synthetische IES hierin keinen 
scharfen R,-Wert ergab, war die untere, natürliche Wuchsstoffzone beim 
Test recht gut abgegrenzt und beschränkt auf den zweiten Chromato- 
grammabschnitt (R,0,1—0,2). Der zweite Förderungsbereich lag zwischen 
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R,0,4 und 0,7 und schwankte entsprechend der IES-Kontrolle. Nun 
wäre es denkbar, daß in den zuvor genannten Versuchen die breite 
Ausdehnung des Wuchsstoffmaximums bei R,0,2 verursacht wurde 
durch IES, deren R,-Wert in diesen Fällen bei 0,37 lag. Demnach wäre 
also ein Maximum der Kurve durch zwei verschiedene Wuchsstoffe be- 
dingt, die nicht genügend getrennt wurden. Für das Maximum oberhalb 
R, 0,6 wäre dann ein dritter Wuchsstoff verantwortlich. Bei Chromato- 
graphie ohne Ammoniak, wo die IES weiterwanderte, beeinflußte diese 
nicht mehr das erste Wuchsstoffmaximum, das somit schärfer begrenzt 
war. Stattdessen reichte sie im Fall der Abb. 18 offensichtlich bis in den 
Bereich des dritten Wuchsstoffes, so daß dort eine starke Wuchsstoff- 
wirkung zum Vorschein kam. Daß hier kein besonderes, tiefer gelegenes 
IES-Maximum erkennbar war, ist gut erklärbar, wenn man bedenkt, 
daß der Kontrollfleck sehr lang ausgezogen war und seine größte Farb- 
intensität im Chromatogrammabschnitt 6 lag. Zwei Versuche mit dem 
Krümmungstest ergaben dagegen recht deutlich ein IES-Maximum mit 
einem R,-Wert um 0,5, was der Lage des Kontrollfleckes entsprach, und 
ließen den höher gelegenen „3. Wuchsstoff‘‘ vermissen. Letzteres könnte 
jedoch auf die kurze Testdauer zurückzuführen sein, denn der Zylinder- 
test zeigte in dem Bereich üblicherweise erst nach längerer Zeit Wuchs- 
stoffwirkung. 

Hemmstoffwirkungen waren bei Butanolchromatographie in der 
untersten und der obersten Chromatogrammzone vorhanden. Das Mini- 
mum des ersten Abschnittes war allgemein sehr deutlich ausgeprägt. 
Besonders auffallend war die Hemmung im Zylindertest. 

2. Versuche mit vorbehandeltem Extrakt. Für einige wenige Versuche 
wurde der Rohextrakt mit Chloroform ausgeschüttelt, ehe er der Papier- 
chromatographie unterworfen wurde. Die Arbeitsweise war dabei die 
gleiche wie bei den Koleoptilversuchen. Die Ergebnisse waren im wesent- 
lichen folgende: Aus saurer Lösung ließ sich gut der Wuchsstoff der 
Heteroauxinzone ausschütteln. Sein Förderungsmaximum war dann 
gut abgegrenzt und beschränkt auf die Chromatogrammabschnitte 3 
und 4. Über die beiden anderen Wuchsstoffe war nichts Sicheres zu 
sagen, doch hatte es den Anschein, daß der „3. Wuchsstoff‘ zumindest 
teilweise aus alkalischer Lösung mit Chloroform ausschüttelbar ist. 

Die sonst starke Wachstumshemmung durch den untersten Chromato- 
grammabschnitt war nach Ausschütteln mit Chloroform stets aufge- 
hoben. Auch die bei Chromatographie mit Isopropanol-Aqua bidest.- 
Ammoniak hemmstoffverdächtige Zone um R,0,65 zeigte sich jetzt 
unwirksam. 

Durchleitversuche, wie sie für eine Anzahl der Koleoptilspitzen- 
versuche beschrieben wurden, ergaben, daß weder in der 1. noch in der 
7./8. Zone des Chromatogramms von Wurzelspitzenrohextrakt (Chromato- 
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graphie mit Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak) ein Hemmstoff vor- 
handen war, der leicht einen Haferkoleoptilzylinder durchwandert. 

3. Fragen und Untersuchungen beziiglich des Hemmstoffes der Chro- 
matogrammzone am Start. Bereits bei den Koleoptilversuchen tauchten 
Zweifel auf, ob es sich bei der Hemmung in der Zone am Start um eine 
Substanz mit Wirkstoffcharakter handelte. Die Wurzelspitzenversuche 
lieBen diese Frage erneut aufkommen, zumal da sich auch hier in keinem 
Fall ein Hemmstoff in Chloroform überführen ließ. Die bei den Roh- 
extraktchromatogrammen stark mit Substanz beladene Auftragestelle 
wurde stets weitgehend bei der nachfolgendenVerarbeitung zuriickgelassen, 
und bei den Versuchen vom Sommer und Herbst 1957, die auch öfter 
eine mäßige Hemmwirkung der untersten Chromatogrammzone zeigten, 
wurde sie ganz verworfen. Die deutlichste Hemmung zeigten die Wurzel- 
spitzenversuche. Im Krümmungstest wurde des öfteren jede Wirkung 
der vorgegebenen synthetischen IES aufgehoben, während sich beim 
Zylindertest nach zweistündiger Einwirkung der Präparate gelegentlich 
sogar Verkürzungen der markierten Intervalle ergaben. Erst nach vier 
oder sechs Stunden hatte dann ein Streckungswachstum eingesetzt. Auf- 
fallend war dabei die Tatsache, daß die Agarwürfel dieser Serie — durch 
den Extrakt kandisbraun gefärbt — im Verlauf des Testes besonders 
gut ihre Form behielten, teilweise sogar eine Volumenzunahme auf- 
wiesen. Letzteres war auch bei der Aufbewahrung im Exsiccator vor dem 
Test öfter zu beobachten. Mitunter waren sie sogar ausgesprochen naß. 
Wurden die zu nassen Würfel ein wenig an der Luft getrocknet, dann war 
die Hemmwirkung nachher besonders auffallend, und die Würfel waren 
wieder naß. Es drängte sich also die Vermutung auf, daß die Agarwürfel 
den Testzylindern osmotisch Wasser entzögen. 

Auch die mit dem Wannentest erhaltenen Ergebnisse stützen diese 
Annahme. Da hier die Testsubstanz in stärkerer Verdünnung in wäß- 
riger Lösung vorlag, war die osmotische Wirksamkeit — und entspre- 
chend auch die beobachtete Hemmwirkung — zunächst gering. Im Ver- 
laufe des Testes trat dann wahrscheinlich eine Erhöhung der Lösungs- 
konzentration ein, da das Wasser vermutlich schneller von den Zylin- 
dern aufgenommen wurde als die gelösten Stoffe. Die Hemmstoff- 
wirkung trat dementsprechend erst nach längerer Testdauer stärker in 
Erscheinung. 

Wegen der sirupartigen Konsistenz des eingedampften Rohextraktes 
lag es nahe, Zucker als osmotisch hemmend wirkende Substanz anzu- 
sehen. Es wurden deshalb Untersuchungen angestellt, ob und in welcher 
Konzentration Traubenzucker eine ähnliche Hemmwirkung entfalten 
kann. Zunächst wurde eine sehr hohe, nicht genau bekannte Konzen- 
tration im Zylindertest ausprobiert. Der Erfolg war tatsächlich eine 
starke Wachstumshemmung, die selbst nach 22 Stunden noch nicht restlos 
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überwunden war. Das gleiche Ergebnis lieferte auch der Krümmungs- 
test. Von zwei verschiedenen Glucose-Konzentrationen übte die höhere 
die stärkere Hemmwirkung aus. In weiteren Experimenten wurde dann 
versucht, die Grenzkonzentration für eine Hemmung zu ermitteln. Im 
Zylindertest verminderte 4%iger Glucoseagar das Wachstum noch nicht. 
Im Krümmungstest wirkten selbst 8—12% Glucosegehalt noch fördernd. 
Das ist aber bereits mehr als der in der betreffenden Chromatogramm- 
zone verbliebenen Gesamtsubstanz entspricht, wie durch Wägen dieses 
Abschnittes vor und nach dem Eluieren festgestellt wurde. Außerdem 
wurde ein Chromatogramm von Wurzelspitzenrohextrakt mit p-Anisidin- 
Lösung als Zuckerreagens (MUKHERJEE u. SRIVASTAVA 1952) besprüht. 
Es zeigte sich dann, daß bei der Menge der Ausgangssubstanz zwar 
Zucker am Start und in der folgenden Zone verblieben, daß aber der 
größere Teil beim Chromatographieren mit Isopropanol-Aqua bidest.- 
Ammoniak einen wohlbegrenzten Fleck bildete mit einem R,-Wert von 
etwa 0,44. Zucker konnten also nicht die fragliche Hemmung verur- 
sachen, jedenfalls nicht allein. 

Eine weitere Stoffklasse, die für eine Hemmung auf Grund osmoti- 
scher Wirkung in Betracht kam, waren Salze. Es wurden daher Versuche 
mit verschieden hohen Zusätzen von NaCl zum Agar angestellt. Dabei 
zeigte ein Kochsalzgehalt der Würfel von 1,5% bereits eine beachtliche 
Hemmwirkung, teilweise sogar schon ein solcher von 1%. Beide Test- 
methoden reagierten hier in gleicher Weise. Eine solche Salzmenge 
könnte größenordnungsmäßig aber schon mit der im Chromatogramm- 
abschnitt enthaltenen Substanz vergleichbar sein. 

Nach diesen Vorversuchen ergab sich die Frage nach dem Verbleib 
der Hauptmenge der in dem Pflanzenextrakt vorhandenen Salze auf dem 
Chromatogramm. Zur Sichtbarmachung auf dem Papier wurde ein Ver- 
fahren benutzt, das CRAMER (1954) angibt für eine Anfärbung von Alkali- 
und Erdalkalisalzen, die hier wohl in erster Linie in Betracht zu ziehen 
waren. Besprühen des Papiers mit 0,l-molarer, wäßriger Violursäure 
und anschließendes Trocknen bei 60° ergibt an der Stelle der genannten 
Metallionen gelbliche bis violettrötliche Farbflecke. 

Es wurden zunächst verschiedene Salze (NaCl; KCl; CaCl,) mit den 
genannten Lösungsmitteln chromatographiert. Die R,-Werte von K* 
und Na* lagen dann so, daß sie etwa in die fragliche Hemmstoffzone 
fielen, vor allem bei Verwendung von Isopropanol und Butanol (Ca** 
wanderte etwas weiter). Im letzteren Lösungsmittel erfolgte nur eine 
geringfügige allseitige Ausbreitung vom Start aus. In Isopropanol fand 
eine deutliche, wenn auch geringe Wanderung statt, die in Äthanol noch 
beträchtlich stärker war. 

Durch Besprühen mit Violursäure wurden dann auch von Koleoptil- 
und Wurzelspitzen Rohextraktchromatogramme im Hinblick auf Leicht- 
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metallionen untersucht. Die dabei sich ergebenden Farbflecke hatten 
etwas kleinere R,-Werte als im Falle der reinen Salzchromatographie, 
- besonders im Athanolgemisch; doch war jetzt die Übereinstimmung mit 
der Hemmstoffzone noch etwas besser. Ganz besonders wurde durch die 
Chromatographie mit Butanol die Vermutung der osmotischen Hemmung 
durch Salze gestiitzt. 


Zusammengefaßt ergibt sich also, daß die Hemmung in der Nähe der 
Startzone wenigstens zu einem erheblichen Teil auf der osmotischen 
Wirkung von Alkali- oder Erdalkalisalzen des Extraktes beruht. 


Besprechung der Haferkeimlingsversuche 


Die geschilderten Untersuchungen lassen erkennen, daß neben der 
Indolylessigsäure im Haferkeimling, sowohl in der Koleoptil- als auch in 
der Wurzelspitze, zwei weitere, das Streckungswachstum fördernde Stoffe 
vorhanden sind, im Gegensatz zu der Anschauung von TERPSTRA (1953), 
wonach stets nur IES nachweisbar ist. RAADTs u. Söpıne (1957) fanden 
neben diesem einen, aktiven Wuchsstoff einen weiteren, ihrer Meinung 
nach jedoch inaktiven Stoff. Für diese Annahme sprechen auch die hier 
geschilderten Untersuchungen, denen zufolge die Wirksamkeit der beiden 
„neuen Wuchsstoffe‘‘ beim Zylindertest mit der Zeit zunahm. Aktivie- 
rungsversuche durch irgendwelche Behandlungen wurden jedoch nicht 
vorgenommen. Möglichst natürliche Verhältnisse sollten auch dadurch 
erhaltenbleiben, daß die Rohextrakte der Papierchromatographie unter- 
worfen wurden. Wie leicht hier u.U. Veränderungen durch den Auf- 
arbeitungsvorgang eintreten können, bringen HousLey u. BENTLEY 
(1956) klar zum Ausdruck. Nach ihren Angaben bietet schon die ammo- 
niakalische Chromatographie bedeutsame Umwandlungsmöglichkeiten. 

Ein unbeantwortetes Problem bleibt es nach den bisherigen Ver- 
suchen, weshalb oftmals von den drei Wuchsstoffen einer nicht nachweis- 
bar war (ausgenommen IES). Zu vermuten ist nach diesem Verhalten, 
daß es sich bei dem ,,2. und 3. Wuchsstoff‘‘ um Substanzen handelt, die 
erst unter im einzelnen noch nicht bekannten, jeweils offenbar verschie- 
denen Bedingungen wirksam werden. So ist es vielleicht auch zu er- 
klären, daß Raapts u. SöpınG bei Chromatographie mit Isopropanol- 
Aqua bidest.-Ammoniak den ‚3. Wuchsstoff‘‘ nicht erkannten. Dagegen 
möchte ich annehmen, daß in deren Butanolchromatogrammen ihr 
,,2. Wuchsstoff‘‘, dessen R,-Wert dort etwa mit 0,7 angegeben wird, mit 
meinem „3. Wuchsstoff‘‘ gleichzusetzen ist, und daß der, nach meiner 
Benennung, ,,2. Wuchsstoff‘‘ auch dort mit im IES-Gipfel wirksam ist. 
Dieser Schluß scheint mir besonders nahezuliegen bei den Säurebehand- 
lungsversuchen von RAADTS u. SöDIng, wo die Hauptwuchsstoffwirkung 
deutlich bei einem niedrigeren R,-Wert liegt als der Farbeffekt der 
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synthetischen IES auf dem Kontrollstreifen. Auch in meinen Versuchen 
wurde letztere Beobachtung des öfteren gemacht. 

Über die chemische Natur des ,,2. und 3. Wuchsstoffes‘‘ lassen sich 
auf Grund der vorliegenden Untersuchungen nur Vermutungen anstellen. 
Die wenigen Ausschüttelversuche mit Chloroform lassen eher einen 
Schluß auf neutrale als auf saure Substanzen zu. Für den ,,3. Wuchs- 
stoff‘‘ würde das recht gut übereinstimmen mit den Ergebnissen von 
Raapts u. Söpıng bei Chromatographie mit Butanol, während nach 
deren Untersuchungen dem ,,2. Wuchsstoff‘‘ (Chromatographie mit Iso- 
propanol) eher Säurenatur zukäme. Zieht man das Verhalten bei 
Chromatographie mit und ohne Ammoniakzusatz zum Lösungsmittel 
in Betracht, so bestand hier im Falle des ‚3. Wuchsstoffes‘‘ praktisch 
kein Unterschied in den R,-Werten (0,8—0,85). Es wäre hier demnach 
eine neutrale Verbindung zu vermuten. Der ‚2. Wuchsstoff‘‘ lief da- 
gegen ohne Ammoniak etwas schneller, was u.U. auf Säurenatur hin- 
deutet. 

Vergleicht man die Ergebnisse der Wurzelversuche mit denen der 
Koleoptilspitzenuntersuchungen, so erscheint es ziemlich sicher, daß IES 
und ‚2. Wuchsstoff‘‘1 in beiden Organen gleichermaßen vorkommen. 
IES ist in den vergangenen Jahren wiederholt in Wurzeln verschiedener 
Pflanzen mit Hilfe der Papierchromatographie gefunden worden (LEXAN- 
DER 1953; BENNET-CLARK u. KEFFORD 1953; BRITTON, HOUSLEY u. 
BENTLEY 1956). Andererseits soll jedoch nach neueren Untersuchungen 
von HousLey, Boots u. PHıLLıps (1956) die Maiswurzel keine IES ent- 
halten, wohl aber die Koleoptile. 

Die erstgenannten Autoren erhielten alle noch mindestens einen 
zweiten, meist aus saurer Lösung mit Äther ausschüttelbaren Wuchs- 
stoff. Am besten vergleichbar sind meinen Versuchen wohl die von 
LEXANDER mit Weizen- oder die von BENNET-CLARK u. KEFFORD mit 
Maiswurzeln. BENNET-CLARK u. KEFFORD fanden mit Isopropanol- 
Wasser-Ammoniak für diesen, von ihnen als ,,accelerator «‘‘ bezeichneten 
Stoff einen R,-Wert um 0,1. Eine Identität dieses Stoffes mit meinem 
„2. Wuchsstoff‘ ist auf Grund der etwas verschieden zusammengesetzten 
Lösungsmittel vielleicht nicht ausgeschlossen. LEXANDER erhielt bei 
Chromatographie mit Butanol-Wasser-Ammoniak für ihren zweiten 
Wuchsstoff einen R,-Wert unter 0,1. Ob damit meine Ergebnisse zu 
vergleichen sind, erscheint mir fraglich. Zwar könnte man an eine 

! Gewisse Bedenken treten hier allerdings auf beim Vergleich der R,-Werte im 
Äthanol-Aqua bidest.-Ammoniak. Eigene Versuchsergebnisse über Koleoptil- 
spitzen liegen allerdings nicht vor, doch geben Raapts u. Söpıne (1957) für ihren 
„2. Koleoptilenwuchsstoff‘‘, der offenbar mit dem in meinen Versuchen beobach- 
teten „2. Wuchsstoff‘“ der Koleoptile identisch ist, einen R,-Wert um 0,2 (mit 
starken Schwankungen) an. Der R,-Wert des „2. Wuchsstoffes‘“ der Wurzelspitze 
lag dagegen bei etwa 0,35, schwankte aber auch sehr. 
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Verdeckung des Wuchsstoffes durch den Hemmstoff in meinen Versuchen 
denken. Dagegen spricht jedoch die Tatsache, daß nach Ausschütteln 
* mit Chloroform aus saurer Lösung zwar die Hemmung verschwunden, 
von einer Wachstumsförderung aber auch kaum eine Andeutung vor- 
handen war. Die beste Übereinstimmung im R,-Wert zeigt mein 
„2. Wuchsstoff‘‘ mit dem ,,Wuchsstoff X‘‘, den Brirron, HOUSLEY u. 
BENTLEY bei Chromatographie mit ammoniakalischer Butanollösung in 
Tomatenwurzeln fanden; doch fiel bei diesen Autoren bereits die IES 
in diese Chromatogrammzone. Bei mir hatte dagegen die IES-Kontrolle 
einen R,-Wert von 0,33. 

Der ‚3. Wuchsstoff‘‘ der Haferwurzel stimmt bei Chromatographie 
mit Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak etwa im R,-Wert mit dem 
3. Wuchsstoff der Koleoptile überein (um 0,8). In Butanol-Aqua 
bidest.-Ammoniak wandern beide offensichtlich etwas langsamer, zeigen 
darin aber auch ein durchaus ähnliches Verhalten, so daß eine Identität 
gut möglich ist. 

Abweichend von den Ergebnissen LEXANDERs konnte der von ihr 
gefundene Hemmstoff, der in Butanol-Wasser-Ammoniak einen R,-Wert 
von 0,60—0,75 hat und aus saurer Lösung mit Äther ausgeschüttelt 
werden kann, in der Haferwurzelspitze nicht festgestellt werden. Ande- 
rerseits fand aber auch LuckwiırL (1952) in zahlreichen Pflanzen ver- 
schiedenster Art einen Hemmstoff mit dem gleichen R,-Wert. BENNET- 
CLARK u. KEFFORD erhielten bei ihren Untersuchungen — u. a. an Mais- 
wurzeln — gleichfalls einen Hemmstoff, der in Isopropanol-Wasser- 
Ammoniak einen R,-Wert um 0,65 hatte und auch aus saurer Lösung 
ausschüttelbar sein soll. Demgegenüber war diese Zone des Chromato- 
gramms in meinen Versuchen höchstens schwach hemmend wirksam, 
wenn der Rohextrakt benutzt wurde. Eine mögliche Erklärung für das 
abweichende Ergebnis meiner Versuche ist die, daß der Hemmstoff bei 
Haferwurzeln in der äußersten Spitze fehlt, wie dies EBERHARD (1955) 
z.B. für gewisse fluorescierende Substanzen feststellte. 

Nicht zu erkennen war der ‚3. Wuchsstoff‘‘ bei der Chromatographie 
mit Äthanol. Sollte er in diesem Lösungsmittel einen ähnlichen R,-Wert 
haben wie in dem zuvor genannten, so wurde er wahrscheinlich von der 
IES verdeckt. i 

Beachtenswert erscheinen mir die Versuche mit den ganzen Keim- 
lingsspitzen. Offenbar lagen hier kaum grundsätzlich andere Verhält- 
nisse vor als bei Benutzung allein der Koleoptilspitzen. Eine Unsicher- 
heit im Auftreten des ‚2. Wuchsstoffes‘‘ war bei beiden Verfahren in 
gleicher Weise feststellbar. Im übrigen bietet diese Versuchsenordnung 
durchaus die Möglichkeit, größere Mengen von Ausgangsmaterial zu 
verarbeiten, so daß auf diese Weise vielleicht manche Frage zu klären 
ist. 
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Eine ungelöste Frage bleibt nach allen vorliegenden Untersuchungen 
die Hemmstoffwirkung der Startzone bei Rohextraktchromatographie. 
Die Chromatographie reiner Salze legte den Gedanken an eine Wachs- 
tumshemmung durch Ionen nahe. — Auch TEGETHOFF (1950) erwähnt 
übrigens diese Möglichkeit. — Die bei Benutzung von Äthanol noch be- 
achtlich über die Haupthemmungszone des Chromatogramms hinaus 
beförderte Ionenmenge könnte durch dort schon vorhandene ,,Wuchs- 
stoffschwanze“ in ihrer hemmenden Wirkung kompensiert werden. Ob 
aber die Hemmung als eine ausschließliche Ionenwirkung angesehen 
werden kann, erscheint mir zweifelhaft auf Grund der Extraktionsver- 
suche mit Alkohol (Abb. 9, 10). Es ist wohl fraglich, ob die dabei beob- 
achtete, wenn auch meist nicht sehr starke Hemmwirkung darauf be- 
ruhte, daß durch den geringen Wassergehalt des Alkohols (96%ig) 
genügend viel Salzionen aus dem zur Trockene eingedampften Rückstand 
gelöst wurden. 

Offen bleibt auch die Frage, wie die im Durchschnitt von 13 Versuchen 
zu verzeichnende Hemmwirkung des Chromatogrammabschnittes 9 
(R, 0,8—0,9) bei Chromatographie mit Isopropanol-Wasser-Ammoniak 
zu beurteilen ist. Obgleich die Wirkung nur gering war, dürfte die Zahl 
der Versuche doch wohl für das Vorhandensein eines Hemmstoffes spre- 
chen. Bemerkenswerterweise war dieser bei den neueren Versuchen nicht 
oder ausnahmsweise nur im Anfang festzustellen, während später an 
seiner Stelle der ,,3. Wuchsstoff‘‘ erschien. Man könnte die Erscheinung 
auf zweierlei Weise deuten, erstens durch die Annahme, daß hier zwei 
gegensätzlich wirkende Substanzen vorlagen, von denen sich auf die 
Dauer der Wuchsstoff durchsetzte, oder zweitens durch die Möglichkeit 
einer Umwandlung während der Testzeit. Um eine Frage der Konzen- 
tration scheint es sich nicht zu handeln, denn in einem Versuch mit 
weniger als zwei Dritteln des üblichen Ausgangsmaterials war die Hem- 
mung auch durchaus deutlich. Im übrigen deutet auch eine im 10. Chro- 
matogrammabschnitt gelegentlich verstärkt oder bei vorgereinigtem 
Chromatographierpapier auftretende Hemmwirkung auf einen Hemm- 
stoff hin. Jedenfalls darf man die Möglichkeit, daß hier ein Hemmstoff 
des Pflanzenextraktes auftreten könnte, sicher nicht außer acht lassen. 
Vielleicht ist auch in dem ungleich alten Saatgut ein Faktor für die unter- 
schiedlichen Versuchsergebnisse zu suchen. Der benutzte Hafer stammte 
vorwiegend aus der Ernte von 1954, war also für die erste Versuchsserie 
knapp ein Jahr alt oder weniger, während in den neueren Versuchen das 
Saatgut zwei Jahre alt war. 


Mais-Seutellum 
Die Theorie von der Inaktivierung des aus dem Endosperm des Ge- 
treidekorns aufsteigenden Wuchsstoffes im Scutellum veranlaßte mich, 
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auch Scutellumextrakte papierchromatographisch zu untersuchen. Die 
ersten Beobachtungen über ,,den‘‘ Scutellumhemmstoff machte Voss 
(1937, 1939) beim Mais. Aus zermahlenen ganzen Maiskörnern konnte 
LARSEN (1939) ebenfalls Hemmstoff extrahieren!. Später wurde auch 
von anderen Autoren der Scutellumhemmstoff wiederholt bestätigt 
(Funke 1943; Pont u. TEGETHOFF 1949; TEGETHOFF 1951; Pont 1951; 
BRAMESFELD 1955). Durchweg wird ihm eine Fähigkeit zur Wuchsstoff- 
inaktivierung zugeschrieben. Von besonderem Interesse für mich war 
der vielbeschriebene Hemmstoff des Maisscutellums im Vergleich zu den 
fraglich gebliebenen Hemmstoffen des Hafers. In Anlehnung an die 
genannten Autoren, nach deren übereinstimmenden Angaben der 
Scutellumhemmstoff am besten in Athanol löslich sein soll, wurde auch 
in der vorliegenden Arbeit fast ausschließlich dieser Alkohol zum Extra- 
hieren benutzt. Daneben kamen in einigen Fällen wäßrige Auszüge zur 
Untersuchung. Drei verschiedene Maissorten — Marano-Mais (Italien), 
Hybrid-Mais (USA) und Gelber badischer Landmais — wurden geprüft, 
da nach den Untersuchungen von Funke mit einer Verschiedenheit im 
Verhalten der einzelnen Sorten gerechnet werden muß. 


I. Methodik 


Die Maiskörner wurden im allgemeinen zwei Tage in Leitungswasser in Petri- 
schalen eingequollen, wobei sie bei + 4° im Kühlschrank standen. Die Scutellen 
wurden dann herauspräpariert, sorgfältig von anhaftendem Endosperm befreit und 
nach Entfernung des Embryos im Mörser zerrieben. Dem in ein Porzellanschälchen 
übergeführten Scutellumbrei wurden einige cm? 96%iger Alkohol zugesetzt, womit 
er im Kühlschrank zur Extraktion stehenblieb, bedeckt mit einer Petrischale. Die 
Menge Alkohol wurde so bemessen, daß auf etwa 100 mg trockenen Extraktions- 
rückstand (d.h. also eine bestimmte Anzahl Körner) 1 cm? kam. Die drei Mais- 
sorten waren recht unterschiedlich nicht nur in der Korngröße, sondern auch in der 
relativen Scutellumgröße und der Extraktbeschaffenheit. 

Nach zwei Stunden wurde der Alkoholauszug vom Reibsel abgegossen, zusam- 
men mit einigen Tropfen zum Nachwaschen benutzten Alkohol durch Zentrifu- 
gieren geklärt und der je nach Sorte schwächer oder intensiver gelbe, klare Extrakt 
auf dem Wasserbad eingedampft. Da der Scutellumhemmstoff sehr hitzebeständig 
sein soll (Voss 1939), konnte dies ohne Bedenken geschehen. Der alkoholische Roh- 
extrakt war sehr fettreich, besonders der von Marano-Mais. Für die papierchroma- 
tographische Aufarbeitung schien daher eine vorherige Entfettung angebracht. 
Nach TEGETHOFF (1951) und auch BRAMESFELD (1955) sollen beim Ausschütteln 
des Extraktes mit Petroläther bzw. Aceton oder Äther, die Wirkstoffe nicht mit 
in diese Lösungsmittel übergehen. So wurde auch in meinen Versuchen eine Ent- 
fettung des Alkoholextraktes mit Petroläther vorgenommen. Dabei wurde so ver- 
fahren, daß der alkoholische Scutellumauszug zunächst in einem Reagensglas im 
Wasserbad bis eben zur Trockene eingedampft wurde. Zu dem Rückstand wurden 
einige cm? Petroläther gegeben und nach wenigen Minuten Einwirkungszeit etwa 
2—3 cm? Aqua bidest., worin sich der verbliebene Bodensatz löste. Die im Scheide- 
trichter abgetrennte wäßrige Lösung wurde nun für den Versuch benutzt. 


1 Erschlossen wurde das Vorkommen von Hemmstoff in Maiskörnern auch von 
Goopwin (1939) und nach LarsEens Angaben ebenfalls von BOYSEN JENSEN (1939). 
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II. Versuchsergebnisse 


1. Versuche ohne Anwendung der Papierchromatographie. Allgemein 
zeigte sich, daß der entfettete Alkoholextrakt wachstumsfördernd wirkt. 
Eine Hemmstoffwirkung war dagegen mit dem üblicherweise angewand- 
ten Zylindertest praktisch nicht nachweisbar. Die Petrolätherphase 
wirkte nur ganz schwach wachstumsfördernd. Die Testzylinder, die nach 
Funke frisch geschnitten sein müssen, um Hemmstoff nachzuweisen — 
20 Stunden alte Zylinder sollen kaum noch darauf reagieren —, waren 
bei mir nach dem Agaraufkleben eine halbe bis zwei Stunden alt. Dieser 
Altersunterschied schien für die Reaktion belanglos zu sein. Unmittel- 
bar vorher geschnittene Zylinder wuchsen während der ersten drei Stun- 
den außerordentlich schlecht, so daß Hemmstoffwirkungen daran schwie- 
rig festzustellen waren. 

Noch stärker fördernde Wirkung als der alkoholische Auszug zeigte 
ein wäßriger Extrakt. 

Funke (1943), die die gleiche Beobachtung machte, zerstörte in 
solchen Versuchen den in Wasser leichter löslichen Wuchsstoff durch 
einstündige Einwirkung von Perhydrol (= 30%iges H,0,). Der Hemm- 
stoff soll H,O,-unempfindlich sein. Die von ihr angegebene Menge Per- 
oxyd erwies sich in meinen Versuchen allerdings als zu gering. Bei An- 
wendung von mehr Perhydrol, das anschließend stets sorgfältig abge- 
dampft wurde — gewöhnlich unter mehrmaligem Wiederaufnehmen des 
trockenen Rückstandes mit etwas Aqua bidest., kam es dann meist zu 
einer dauernden Hemmstoffwirkung. In mehreren Fällen schlug eine 
anfängliche Wachstumshemmung jedoch in eine spätere Förderung um. 

Eine entsprechende Peroxydbehandlung wurde nun auch mit den 
Alkoholextrakten vorgenommen. Auch hier resultierte schließlich eine 
dauernde oder eine in eine Förderung umschlagende Hemmung. 

Um die Wirkung trotz aller Sorgfalt beim Abdampfen etwa im 
Extrakt zurückgebliebenen Wasserstoffperoxyds zu prüfen, wurde zum 
Vergleich einmal eine mit etwas H,O, versetzte Serie von Agarwürfeln 
getestet. Das Ergebnis war eine durchaus deutliche Hemmung, die aber 
doch keineswegs so stark war wie jn den meisten Versuchen mit per- 
hydrolbehandeltem Scutellumextrakt. 

Die zur Anwendung kommenden Extraktkonzentrationen waren meist erheb- 
lich höher, als es Funke angibt. Im Durchschnitt kam bei den Rohextraktversu- ° 
chen etwa ein Scutellum auf einen Agarwürfel (1 Scutellum lieferte je nach Sorte 
etwa 15—30 mg trockenen Rückstand). Uberoptimal waren sie aber sicher nicht; 
denn in mehreren Versuchen ergab, wenn Vergleiche vorhanden waren, die höhere 


Extraktkonzentration die stärkere Wirkung, sei es als Förderung oder Hemmung. 
Schließlich benutzte Voss offenbar noch wesentlich stärkere Konzentrationen. 


2. Papierchromatographische Untersuchung des alkoholischen Seutellum- 
extraktes. Für alle Versuche wurde zwei Tage vorgereinigtes Papier der Sorte 
Schleicher u. Schüll 2043b mgl. benutzt. Das Auftragen des entfetteten Extraktes 
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erfolgte mit wenig Aqua bidest., meist nicht ganz quantitativ, d.h. der am Boden 
des Abdampfschälchens fester haftende Teil wurde im allgemeinen nicht losgekratzt. 
Auf die durch ein Fenster abgetrennte IES-Kontrollbahn wurde stets auch etwas 
Extrakt gegeben, um eine dadurch etwa bewirkte R,-Wert-Beeinflussung der IES 
nicht allein auf den zu testenden Extraktstreifen bei der natürlichen Substanz zu 
haben. Gewöhnlich stimmten dann auch das IES-Maximum beim Test und der 
Farbfleck der synthetischen Substanz in ihren R,-Werten recht gut überein. 
Chromatographiert wurde mit Isopropanol-Aqua bidest., 80:20, und daneben mit 
Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak (25%ig), 80:15:5. Die biologische Unter- 
suchung der Chromatogramme wurde ausschließlich in Form des Zylindertestes 
nach FUNke u. SODING vorgenommen. Die Zuwachsmessungen erfolgten drei, sechs 
und etwa 24 Stunden nach dem Aufkleben der Agarwürfel auf die Koleoptil- 
zylinder. Oft wurde auch nach zwei oder drei Tagen nochmals abgelesen. 

a) Chromatographie ohne vorherige Behandlung der Extrakte mit Per- 
hydrol. Alle drei verwendeten Maissorten ergaben ein ziemlich gut über- 
einstimmendes Bild der Wirkungskurve des Chromatogramms. Die 
Menge des Ausgangsmaterials war bei diesen Versuchen so gehalten, daß 
der trockene Extraktionsriickstand 500—750 mg betrug; geringe Kon- 
zentrationsänderungen spielten in dem Bereich offenbar keine wesent- 
liche Rolle. 

Außer IES (= W.S. I), die sich in allen Versuchen nachweisen ließ, 
waren drei weitere, das Streckungswachstum der Haferkoleoptilefördernde 
Stoffe erkennbar. Sie mögen bezeichnet werden als W. S. II, W. S. III, 
und W. S. IV, wobei die Nummerierung etwa der Stärke der Wuchsstoff- 
maxima entspricht. IES entfaltete stets von Beginn des Testes an 
Wuchsstoffwirksamkeit, während die übrigen Gipfel öfter erst allmählich 
hervortraten. Beide Lösungsmittelgemische ließen diese Aufgliederung 
erkennen. Lediglich der Badische Landmais ließ bei ammoniakalischer 
Chromatographie den am schwächsten wirksamen W.S.IV vermissen. 
Die R,-Werte der drei unbekannten Wuchsstoffe stimmten in beiden 
Lösungsmittelgemischen praktisch überein. Sie betrugen für W.S. IV 
etwa 0,15 (2. Chromatogrammzone), für W. S. II etwa 0,40, wobei meist 
die Hauptwirkung im 4. Chromatogrammabschnitt lag, und für W.S. III 
um 0,75. Die synthetische IES hatte bei ammoniakalischer Chromato- 
graphie einen durchschnittlichen R,-Wert von 0,45; bei Chromatographie 
mit Isopropanol-Wasser schwankte er sehr und lag im Mittel bei etwa 
0,70. Der Wirkungsbereich der IES fiel demnach mit jeweils einem der 
anderen Wuchsstoffe zusammen. Jedenfalls gingen ihre Bereiche ohne 
Trennung ineinander über. 

Sehr bemerkenswert an den Wirkungskurven der Chromatogramme 
war das Fehlen einer ausgesprochenen Hemmstoffzone. Lediglich der 
Badische Landmais zeigte schwache Wachstumsminima an der Stelle 
der Chromatogrammzonen 2 und 10 im Falle der ammoniakalischen 
Chromatographie oder einmal auch in den Zonen 3 und 9 bei Chromato- 
graphie ohne Ammoniak. Von einer deutlichen Hemmung, wie sie von 
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„dem bekannten Scutellumhcmmstoff*‘ zu erwarten sein dürfte, war hier 
aber sicher nicht zu sprechen. 

Die Abb. 19—22 stellen die Wirkungskurven der drei Maissorten dar. 
Bei Hybrid- und Marano-Mais wurde nur ammoniakalisch chromato- 
graphiert. Die Marano-Maiskurve zeigt bei dieser Kombination keine 
Trennung zwischen dem Maximum 
von IES und W.S.II einerseits 77r WET JES WE 
und W.S. III andererseits. Auch 
in den Einzelversuchen war die 7% 
Gliederung nicht so gut wie bei 
den beiden anderen Sorten; trotz- 
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Abb. 19. 4 Versuche mit entfettetem, alkoholischem Extrakt aus Marano-Mais. Chromato- 
graphie mit Isopropanol-Aqua bidest.- Ammoniak 


Abb. 20. Ein Versuch mit Hybrid-Mais. Chromatographie mit Isopropanol-Aqua bidest.- 
Ammoniak 


dem wurde sie gelegentlich deutlich, was jedoch bei der in diesen Ver- 
suchen unterschiedlichen Lage des Maximums von W.S.III in der 
Durchschnittskurve nicht zum Ausdruck kommt. 

b) Chromatographie nach voraufgegangener Perhydrolbehandlung des 
Extraktes. Es wurden nur Hybrid- und Badischer Landmais untersucht, 
nicht aber Marano-Mais. Die zugegebene Menge Perhydrol wurde ge- 
wöhnlich so bemessen, daß nach Extraktion mit 1 cm? Alkohol 0,10 bis 
0,15 cm? Perhydrol zur Anwendung kamen. 
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a) Versuche mit Hybrid-Mais. Der mit Wasserstoffsuperoxyd behan- 
.delte Extrakt von 20—25 Scutellen! zeigte nach Chromatographie mit 
Isopropanol-Aqua bidest. (ammoniakalisch wurde nicht chromato- 
graphiert) bei der ersten Testablesung, d.h. nach dreistiindiger Einwir- 
kung auf die Testpflanzen, einen ziemlich ausgeglichenen Verlauf der 
Wirkungskurve (Abb. 23). Die IES war offensichtlich zerstört; auch 
nach längerer Zeit gab es an der betreffenden Stelle des Chromatogramms, 
die übrigens mit R, 0,55 ungewöhnlich tief lag, keine Wachstumsförde- 


WSHTES WSI 


% | 
60 |- an 






WSW MST JESCWSH 
| 7 
| 


gf 






























td 
U 
l L JES | | / 
27 0 D 08 TE 
R 
{à 
ç Abb. 22 


Abb. 21. 2 Versuche mit Gelbem Badischem Landmais. Chromatographie mit Isopropanol- 
Aqua bidest.-Ammoniak 


? Abb. 22. 2 Versuche mit Gelbem Badischem Landmais. Chromatographie mit Isopropanol- 
Aqua bidest. 80:20 


rung. Kaum noch erkennbar war im Durchschnitt auch der W.S. III 
(R, 0,7—0,8). Nur eine schwachfördernde Wirkung hatte der noch mehr 
frontwärts gelegene Teil des Chromatogramms. Ein Versuch (Abb. 24) 
zeigte dieses Maximum jedoch zuletzt sehr deutlich. Der W.S. II trat 
am Anfang entweder gar nicht in Erscheinung, oder es zeigte sich an seiner 
Stelle eine leicht hemmende Wirkung. Nach ein bis zwei Tagen war je- 
doch stets eine Wachstumsförderung zu verzeichnen, in manchen Fällen 
von beachtlicher Stärke. Ebenfalls erst nach längerer Zeit zeigte sich, 
wenngleich nur in schwachem Maße, der W.S. IV. 

Ein wesentlicher Unterschied gegenüber den früheren Versuchen be- 
stand darin, daß bei dem perhydrolbehandelten Extrakt ein starker 
Hemmstoff auftrat in dem R,-Bereich um 0,6. Gewöhnlich handelte es 
sich um den siebenten, gelegentlich aber auch um den sechsten Abschnitt 


1 Der trockene Extraktionsrückstand betrug dabei 500—600 mg. 
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des Chromatogramms. Bei der ersten Ablesung war diese Hemmung nur 
sehr schwach vorhanden, um so deutlicher aber nach langerer Testdauer. 

Gegeniiber der Kontrolle war, besonders bei der Messung nach sechs Stunden, 
bei den Testserien 1 bis 6 meist ein herabgesetztes Wachstum zu verzeichnen. Hier 


eine spezifische Hemmstoffwirkung 
WS _ WSM? anzunehmen, erscheint mir jedoch 


- H nicht gerechtfertigt. 
IH 2 pe ; eo Br Bei Durchführung der Ver- 
i \ suche mit einer geringeren Ex- 
traktmenge — von 10 anstatt 
vorher 20 bis 25 Scutellen — 
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Abb. 23. 3 Versuche mit entfettetem 

us und mit Perhydrol behandeltem Alkohol- 

08 7% extrakt aus 20—25 Hybrid-Maisscutellen. 

Chromatographie mit Isopropanol-Aqua 
bidest. 





Abb. 24. Ein gleichartiger Versuch wie 
WE die in Abb. 23 dargestellten 


Abb. 25. Ein Versuch mit 10 Hybrid- 
: Maisscutellen. Extrakt entfettet und mit 
[7 H,O, behandelt. Chromatographie mit 
| BER Isopropanol-Aqua bidest. 
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ergab sich hinsichtlich der Wuchsstoffverhältnisse kein wesentlich ver- 
ändertes Bild. Perhydrol wurde dabei absolut zwar weniger angewandt, 
relativ jedoch etwas mehr. Die Abb. 25 zeigt einen solchen Versuch, bei 
dem allerdings der W.S. II nur schwach in Erscheinung tritt. Die IES 
(R, = 0,71) wurde offenbar zerstört, und die nach sechs Stunden Test- 
dauer zuerst erkennbare Wuchsstoffwirkung des Chromatogramm- 
abschnittes 8 ist sehr wahrscheinlich auf den W.S. III zurückzuführen. 
Der W.S. IT ist als solcher nur wenig deutlich, doch zeigt sich ohne Zwei- 
fel das Verschwinden einer anfänglich hemmenden Wirkung an der 
entsprechenden Stelle des Chromatogramms. Uber den W.S. IV läßt 
sich nach diesen Versuchen nur schwer etwas aussagen. Im hier ab- 
gebildeten wie in einem anderen, gleichartigen Versuch war die zweite 
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Chromatogrammzone wuchsstoffleer, während die dritte fördernde 
Wirkung hatte. Ob es sich dabei um den W.S.IV handelt oder um 
‘ einen Schwanz des W.S. IT, ist nicht zu entscheiden. 

Deutlich zum Ausdruck kam auch bei der verminderten Menge Aus- 
gangsmaterial die Hemmstoffwirkung im sechsten Chromatogramm- 
abschnitt. Während sich diese in den oben beschriebenen Versuchen je- 
doch fortgesetzt verstärkte, war jetzt die maximale Hemmung nach 
einem Tag eingetreten, und danach trat ein allmählicher Längenausgleich 
ein. Das besagt also, daß hier während des zweiten und dritten Testtages 
ein erhöhtes Wachstum stattfand. Beide Versuche zeigten dies in gleicher 
Weise. 

Eine Verminderung des Ausgangsmaterials auf sechs Scutellen in 
zwei Versuchen ließ die Hemmstoffwirkung fast ganz verschwinden. Nur 
eine Spur davon war nach einem und zwei Tagen in einem der Versuche 
zu erkennen, während der andere Versuch statt dessen gar fördernde 
Wirkung der in Frage kommenden Chromatogrammzone ergab. Im 
übrigen zeigten sich bei dieser geringen Extraktkonzentration der W.S. II 
und andeutungsweise der W.S.IV. Einen IES-Gipfel zeigten die 
Wirkungskurven nicht. 

In einem Doppelversuch wurden schließlich zwei Konzentrationen 
(Extrakte von 5 bzw. 10 Scutellen) zur gleichen Zeit verglichen. Bei 
diesem Versuch zeigte sich der Hemmstoff mit R,0,6 bei der höheren 
Konzentration. 

ß) Versuche mit Gelbem Badischem Landmais. Vergleicht man die 
Wirkungskurven perhydrolbehandelter, alkoholischer Scutellumextrakte 
von gut 20 Körnern Badischem Landmais mit solchen von Hybrid- 
Mais, so ist das augenfälligste Merkmal der beiden Sorten gemeinsame 
Förderungsgipfel in der vierten Chromatogrammzone, also im Bereich 
des W.S.II. Beide Male ging dieser Wachstumsförderung auch eine 
leichte anfängliche Hemmung voraus. Die Lage des W.S. II auf den mit 
Isopropanol-Wasser entwickelten Chromatogrammen stimmte genau 
überein (obgleich die R,-Werte der synthetischen IES sich bei den beiden 
Versuchsgruppen sehr unterschieden). Auch der W.S. IV schien beim 
Badischen Landmais wenigstens teilweise die H,0,-Einwirkung zu über- 
stehen, wenngleich die verbleibende Wuchsstoffwirkung nur recht gering 
war. Nicht ganz klar wurde es, wieweit an dem stets vorhandenen Maxi- 
mum bei R, 0,8 ein etwaiger Rest unzerstörter IES oder der hier zu er- 
wartende W.S. III beteiligt waren. Während ein Versuch an dieser 
Chromatogrammstelle bei der ersten Testablesung noch keinerlei Wuchs- 
stoffwirkung erkennen ließ, war in zwei anderen Fällen von Anfang an 
an der Stelle der IES eine kleine Förderungszacke in der Wirkungskurve 
vorhanden. Für die spätere Wirkung dürfte aber doch der W.S. III ver- 
antwortlich sein. 

Planta, Bd. 53 7 
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Weniger deutlich als beim Hybrid-Mais kam bei der deutschen Sorte 
die Hemmstoffwirkung bei R,0,6 zum Vorschein. In einem Versuch, 
der die Wuchsstoffverhältnisse sehr 














% put a ul deutlich zum Ausdruck brachte, 
sol fehlte die Hemmung vollständig 
(Abb. 26). In zwei weiteren Ver- 

40. suchen war sie gut ausgeprägt, 
g BE u fiel aber schwerpunktmäßig einmal 
N acc m in den sechsten und einmal in den 
S siebenten Chromatogrammabschnitt. 
Abb. 27 stellt eine dieser Wirkungs- 


kurven dar. Am zeitlichen Verlauf 
der Hemmung ist ebenfalls fest- 
Siememe 1°" A zustellen, daB vom Hybrid-Mais 
20 06 26 ad eine stärkere Wirkung ausging. 
hp x Beim Badischen Landmais war in 
Abb. 26. Ein Versuch mit alkoholischem der hier benutzten hohen Extrakt- 
Extrakt aus 25 Scutellen (Gelber Badi- 5 
scher Landmais), entfettet und mit H,0, Konzentration nach 24 Stunden das 
behandelt. Chromatographie mit Iso- Maximum der Hemmung erreicht. 
propanol-Aqua bidest. < 
Danach erfolgte das Wachstum in 
gleichem MaBe wie bei den Kontrollen. Die hemmende Wirkung 
von 25 Landmaisscutellen war also geringer als die von 22, aber 
größer als die von 10 Hybrid-Maisscutellen. 
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Abb. 27. Gleichartiger Versuch wie in Abb. 26 


Abb. 28. 4 Versuche mit perhydrolbehandeltem entfettetem Alkoholextrakt aus Scutellen 
von Gelbem Badischem Landmais. Chromatographie mit 
Isopropanol-Aqua bidest.-Ammoniak 


Uber die in Abb. 27 erkennbare Hemmung im neunten Chromatogramm- 
abschnitt läßt sich kaum etwas sagen, doch wurde auf eine solche, gelegentlich auch 
bei der Rohextraktchromatographie vorkommende Erscheinung bereits aufmerk- 
sam gemacht. 

Wenig Klarheit brachte die ammoniakalische Chromatographie perhydrol- 
behandelter Scutellumextrakte vom Badischen Landmais (Abb. 28). Erschwerend 
für die Beurteilung der Versuchsergebnisse war zudem die allgemein geringe Wüch- 
sigkeit der Testzylinder. Schwache, z. T.nur relative Zuwachs-Maxima verursachten 
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die Chromatogrammzonen 3, 5 und 8. Wahrend bei dem letztgenannten der 
W.S. III zu vermuten ist, läßt sich nicht sicher sagen, in welcher Weise bei den 
ersteren W.S. II und W.S. IV beteiligt waren. Auffallend ist die Ähnlichkeit des 
linken Teils dieser Wirkungskurve mit dem der Abb. 25. Beide Male zeigte sich 
eine Hemmstoffwirkung des zweiten Chromatogrammabschnittes, die bei den per- 
hydrolbehandelten Extrakten sogar stärker war als diejenige bei R, 0,6. 




















770 + arr 
%o 
100\- 
80 
‘ab ee 
so! 70 + 
70- 60+- 
& 
S Ur = 
8 & 50 Std 
À 5! = g a 
Ÿ 0+ poy 
S 
#0 
20 Rem cee 6 
70 f- 3 
0 





mL [0 
SE BE A? 
Abb. 30 





Abb. 29. Wirkungskurve von perhydrolbehandelter synth. Indolylessigsäure. 
Chromatographie mit Isopropanol-Aqua bidest. 


Abb. 30. Wuchsstoffwirksamkeit von 0,5 wg synth. IES nach Behandlung mit 0; 1 oder 
2 cm? Perhydrol. K = wäßriger Agar 


Behandlung synthetischer Indolylessigsäure mit H,O, 


Für diese Versuche wurden das Kaliumsalz und auch die reine, 
kristalline Säure (beide Präparate lieferte die Firma Bayer, Leverkusen) 
benutzt. Das leicht wasserlösliche K-Salz wurde zunächst papierchro- 
matographisch vorgereinigt und mit Wasser aufgenommen. Die wasser- 
unlösliche Säure wurde in 20%ige alkoholische Lösung gebracht. 1 mg 
IES in 1 cm? Lösungsmittel wurde mit 1 bis 1,8 cm? Perhydrol versetzt 


Planta, Bd. 53 7a 
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und gut eine Stunde damit dunkel stehengelassen. Das anschlieBende 
Abdampfen auf dem Wasserbad erfolgte in genau der gleichen Weise wie 
bei den Scutellumversuchen. Der zuletzt etwas gebräunte Rückstand 
wurde papierchromatographisch zerlegt. Der nachfolgende Test zeigte 
dann, daß die synthetische IES durch diese Behandlung keineswegs voll- 
ständig zerstört war, wie aus Abb. 29 hervorgeht. Säure und Salz verhielten 
sich dabei gleich. Ein H,0,-ÜberschuB von etwa 500: 1 war also unzu- 
reichend. In einem weiteren Versuch wurde daher von nur je 0,5 ug IES 
(Säure) ausgegangen!, die mit 0; 1 oder 2cm* Perhydrol eine Stunde lang 
im Dunkeln stehengelassen und anschließend abgedampft wurden. Wie 
Abb. 30 zeigt, wurde jetzt die IES vollständig zerstört. Es ergab sich 
sogar eine geringe Hemmstoffwirkung gegenüber der Kontrolle. Mög- 
licherweise ist dafür ein Abbauprodukt die Ursache; denn auch bei der 
Chromatographie perhydrolbehandelter IES war wiederholt eine mäßige 
Hemmstoffwirkung erkennbar mit etwas höherem R, als IES. Diesen 
Hemmstoff mit dem durch die Perhydrolbehandlung von Scutellum- 
extrakt entstehenden gleichzusetzen, scheint mir indessen nicht zulässig, 
denn der letztere Hemmstoff hat denselben oder kleineren R, als die IES. 


Besprechung der Maisversuche 


Wie die Versuchsergebnisse zeigen, konnte der auf Grund mehrerer 
Arbeiten als leicht zugänglich angenommene Scutellumhemmstoff nicht 
ohne weiteres erfaßt werden, auch nicht unter Anwendung der Papier- 
chromatographie. Im Vergleich zu den Autoren, die den Kressewurzel- 
test nach Morwus benutzten (PoHL, TEGETHOFF), wäre an unterschied- 
liche Empfindlichkeit des Testmaterials zu denken. Dieser Einwand ent- 
fällt jedoch gegenüber den Arbeiten von Voss, Funke und LARSEN, die 
sich alle der Haferkoleoptile bedienten. Eine Hauptvoraussetzung für 
den Hemmstoffnachweis — frisch geschnittene Testzylinder — mag bei 
den chromatographischen Untersuchungen nicht in vollem Maße erfüllt 
gewesen sein, wohl aber war sie es in den vorhergegangenen Versuchen. 
Und selbst bei den letzteren konnte nur ein einziges Mal eine Wachstums- 
hemmung verzeichnet werden, die später in eine Förderung umschlug, 
wie das Voss und Funke angeben. Eine Hemmstoffwirkung an ganz 
frischen Zylindern, wie sie Voss beobachtete, indem er Messungen in 
halbstündigem Abstand vornahm, konnte in meinen Versuchen kaum 
erfaßt werden; das Wachstum der decapitierten Haferkeimlinge sinkt 
bekanntlich schnell auf einen recht geringen Betrag ab, woran eine Hem- 
mung nur schwer erkennbar ist. 


1 Diese Menge ergab auf dem Papier noch eine Farbreaktion mit Perchlorsäure- 
Eisenchlorid-Lösung, während das beim Scutellumextrakt nur einmal der Fall war 
bei Benutzung einer übernormalen Anzahl von Scutellen. 
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Aus der Beobachtung, daß wäßrige Scutellumextrakte stärkere 
. Wuchsstoffwirkung entfalten als alkoholische, schließen Voss und 
Funke auf eine relativ geringere Löslichkeit des Hemmstoffes in 
Wasser. Um den Hemmstoff rein zu erfassen, müßte man den 
Wuchsstoff aus dem Gemisch entfernen. Der von Voss und Funke 
dazu beschrittene Weg — Ausschaltung des Wuchsstoffes durch H,O, — 
erscheint mir indessen nicht ganz unbedenklich. Zwar läßt sich, wie auch 
meine Versuche ergaben, die TES auf diese Weise zerstören!; aber den 
dann zu erkennenden Hemmstoff mit einem R,-Wert von 0,6 möchte 
ich auf Grund meiner papierchromatographischen Untersuchungen als 
Artefakt ansehen, da er im Chromatogramm ohne H,O, fehlt. 

Andererseits schließt jedoch die Tatsache, daß im Versuch der Hemm- 
stoff erst nach voraufgegangener Perhydrolbehandlung in Erscheinung 
tritt, sein natürliches Vorkommen in der Pflanze nicht absolut aus. Da 
über das Auftreten von H,O, oder organischen Peroxyden in der Pflanze 
wohl kein Zweifel besteht, ist es durchaus denkbar, daß auch unter 
normalen Umständen der Hemmstoff in geringerer Menge in der Pflanze 
so entstehen könnte. 

Über die Ausgangssubstanz, die durch Einwirkung des H,O, den 
Hemmstoff liefert, ist nichts bekannt. IES dürfte es den papierchromato- 
graphischen Untersuchungen zufolge jedoch nicht sein, denn ein nur 
recht schwacher Hemmstoff, der durch Behandlung von IES mit H,O, 
entstand, wies einen deutlich höheren R,-Wert auf. 

Eine letzte mögliche Erklärung dafür, daß der Hemmstoff in meinen 
Versuchen ohne Anwendung von Perhydrol praktisch nicht nachzuweisen 
war, wäre die Annahme, daß er bei der Chromatographie im R,-Wert mit 
einem Wuchsstoff übereinstimmte. Das halte ich jedoch für unwahrschein- 
lich, da man dann noch einen weiteren Wuchsstoff postulieren müßte. 

Von anderen Zonen des Chromatogramms, die gelegentlich hemm- 
stoffverdächtig erschienen, ist einmal der Bereich um R, 0,9 zu erwäh- 
nen, noch eher aber der Abschnitt 2 (R, 0,1—0,2). Der Gelbe Badische 
Landmais zeigte im letztgenannten Bereich immer wieder eine gewisse 
hemmende Wirkung bei ammoniakalischer Chromatographie. Hier je- 
doch ‚den Hemmstoff‘ des Scutellums zu sehen, scheint mir nicht 
gerechtfertigt; dazu war die Wirkung sicherlich zu gering. 

Die Frage, wie es kommt, daß der in der Literatur wiederholt be- 
schriebene Scutellumhemmstoff in meinen Versuchen trotz aller darauf 
gerichteter Mühe nicht zu erfassen war, muß also zunächst offen bleiben. 

1 Die Zerstörbarkeit der IES steht in direktem Widerspruch zu Befunden von 
SIEGEL u. WEINTRAUB (1952), wonach die Inaktivierung der IES an die Gegenwart 
des Peroxyds gebunden sein soll. Nach Entfernung des letzteren soll die Wuchs- 
stoffwirksamkeit wieder zum Vorschein kommen. — In meinen Versuchen war das 
offensichtlich nicht der Fall. 
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Von den Wuchsstoffen des Maisscutellums liegt als aktive Substanz 
zweifellos IES (= W.S. I) vor. Deren Wirkung war in allen Versuchen 
von Anfang an deutlich erkennbar. Häufig wurden bei hoher Extrakt- 
konzentration auch Krümmungen an den Testzylindern beobachtet, wie 
sie oft in gleicher Weise von synthetischer IES verursacht werden. In 
einem Versuch ließ das mit Perchlorsäure-Eisenchlorid besprühte Chro- 
matogramm sogar die Farbreaktion der natürlichen IES erkennen, ein 
Zeichen dafür, daß das Hormon in beachtlicher Menge im Scutellum 
vorhanden ist. Die Anwesenheit von IES in Maiskörnern überhaupt ist 
bekanntlich schon lange nachgewiesen worden. 

W.S. II (R,0,4 bei beiden Gemischen) trat am Anfang gar nicht in 
Erscheinung oder bewirkte eine leichte Hemmung. Wenn in seinem R,- 
Bereich bei nicht mit Perhydrol behandeltem Extrakt trotzdem gleich 
eine Wuchsstoffwirkung erkennbar war, so ist das jedenfalls auf IES 
zurückzuführen. Bei ammoniakalischer Chromatographie ist dies ohne 
weiteres verständlich (R, IES etwa 0,45). Bei Benutzung des schwach 
sauren Lösungsmittelgemisches Isopropanol-Wasser lief zwar die Haupt- 
menge der IES beachtlich weiter (R, etwa 0,70), doch dürfte die IES 
jetzt in erster Linie als Molekül vorhanden gewesen sein, das schneller 
wanderte (LINSER 1957). Ein kleinerer Teil war vermutlich noch ionisiert, 
und dasKation erreichte — wie beiammoniakalischer Chromatographie — 
nur einen R,-Wert von etwa 0,45. 

Der im Verlaufe des Testes immer stärker hervortretende W.S. II ist 
sicher der auch von den früheren Autoren gefundene inaktive Wuchsstoff. 

Uber die Eigenschaften der beiden anderen Wuchsstoffe (W.S. III 
R, 0,8; W.S. IV R,0,2) Näheres auszusagen, ist nach den vorliegenden 
Versuchen kaum möglich. Aus der Beobachtung, daß die zugehörigen 
Maxima der Wirkungskurven meist erst später hervortraten, läßt sich 
nicht schließen, ob hier zunächst eine Aktivierung erfolgen mußte, oder 
ob die verzögerte Wirkung in Schwierigkeiten der Leitung ihre Ursache 
hatte — eine Frage, auf die Pont (1951) in bezug auf Indolacetaldehyd 
ausdrücklich hinweist. 

Über die chemische Natur dieser Wuchsstoffe lassen sich nur Ver- 
mutungen anstellen. Für den W.S. III wäre dem R,-Wert zufolge vor 
allem an das Indolactamid zu denken. GooD u. Mitarbeiter (1956) fanden 
diesen Stoff in beachtlicher Menge in pflanzlichen Geweben, wenn diese 
vorher mit synthetischer IES behandelt waren. Über das Verhalten 
des Indolacetamids im Zylindertest ist mir nichts bekannt, während es 
im Haferkrümmungstest nach Raapts u. Söpına (1957) unwirksam ist. 
Daß aber in der Pflanze eine Umwandlung des Amids in IES stattfinden 
kann, erscheint mir durchaus möglich, zumal STowe u. THIMANN (1954) 
einen Übergang von IAN zu IES unter Einwirkung von Haferkoleoptilen 
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feststellten. Sehr wahrscheinlich fällt auch der R,-Wert des Indolacetalde- 
hyds etwa mit dem des W.S. III zusammen. Nach Angaben verschie- 

‘ dener Autoren (BROWN, HENBEST u. JONES 1952; BENTLEY u. HOUSLEY 
1952) soll der Aldehyd als solcher im Zylindertest unwirksam sein oder 
schwach hemmen, jedoch leicht Wuchsstoffaktivität erlangen durch Um- 
wandlung zu IES. Für das Indolacetonitril, das in verschiedenen Pflan- 
zen, vor allem in Kohlarten, gefunden wurde (JONES, HENBEST, SMITH u. 
BENnTLEY 1952; Fischer 1954, HousLey u. BENTLEY 1956; Brirron, 
HousLey u. BENTLEY 1956) und das im Zylinder- und Krümmungstest 
stark wirksam ist (BENTLEY u. Mitarbeiter), gibt Fischer als R,-Wert 
in Isopropanol-Wasser-Ammoniak (80 : 15 : 5 ) 0,85 an. Ähnliche Werte 
und dementsprechende Wuchsstoffmaxima ihrer Pflanzenextrakte fan- 
den auch die anderen genannten Autoren. In meinen Versuchen wanderte 
die synthetische Substanz dagegen praktisch mit der Lösungsmittelfront, 
desgleichen gibt LINSKENS (1955) als R,-Wert in Isopropanol-Wasser- 
Ammoniak (10:1:1) 0,99 an. Eine Wuchsstoffwirkung des Chromato- 
grammabschnittes 10 trat bei mir aber nur selten auf. Der W.S. III 
dürfte somit nicht mit IAN identisch sein, sondern eher mit Indolacet- 
amid, vielleicht auch mit Indolacetaldehyd. 

STOWE u. THIMANN (1953, 1954) fanden im Maisendosperm außer 
IES und zwei nicht weiter bekannten Indolwuchsstoffen einen wachs- 
tumsfördernden Stoff, den sie als Indolbrenztraubensäure identifiziert 
zu haben glaubten, mit einem R,-Wert von 0,12 in Isopropanol-Wasser- 
Ammoniak (10:1:1). Diese Substanz mit meinem W.S.IV des Scu- 
tellums gleichzusetzen, scheint mir sehr nahe zu liegen. Ob es sich dabei 
aber wirklich um die genannte Verbindung handelt, ist fraglich nach 
Untersuchungen, die BENTLEY, Farrar, HoUSLEY, SMITH u. TAYLOR 
(1956) durchführten. Diese Autoren geben an, daß synthetische Indol- 
brenztraubensäure bei der Chromatographie mit Isopropanol-Wasser- 
Ammoniak (8:1:1) völlig zerstört wird. Die Wirksamkeit der Säure 
im Zylindertest führen sie auf Abbauprodukte zurück. 

Es ist ferner vielleicht nicht ausgeschlossen, daß der W. S. IV iden- 
tisch ist mit dem ,,accelerator a‘‘ KErFForDs (1955). 


Vergleich der Hafer- und der Maisversuche 


Als gemeinsames Merkmal aller Untersuchungen an beiden Pflanzen- 
arten ist das Vorkommen von Indolessigsäure zu verzeichnen. Deren 
Wuchsstoffgipfel in der Wirkungskurve des Chromatogramms stimmte 
im allgemeinen im R,-Wert gut überein mit dem Farbfleck der syntheti- 
schen Kontrollsubstanz. Weiterhin erscheint es mir durchaus möglich, 
daß eine Identität besteht zwischen dem W.S. III des Maisscutellums 
und dem „3. Wuchsstoff‘‘ der Haferkoleoptil- und -wurzelspitze. Die 
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R,-Werte der dadurch verursachten Förderungszonen bewegten sich um 
0,8 bei Chromatographie mit Isopropanol-Wasser-Ammoniak. Aller- 
dings war bei den Haferversuchen mehr eine Verschiebung in die neunte, 
bei den Maisversuchen in die achte Chromatogrammzone festzustellen. 
Ob sich darauf jedoch eine Verschiedenheit begründen läßt, erscheint 
mir sehr fraglich. Bezüglich der übrigen Wuchsstoffe möchte ich an- 
nehmen, daß sie bei Hafer und Mais verschiedener Natur sind. Vergleich- 
bar scheint mir indessen noch die Hemmstoffwirkung zu sein, die bei 
Koleoptilspitzen- und auch Scutellumextrakten häufiger in der 9. bis 
10. Chromatogrammzone auftrat. Über die chemische Natur dieses H.S. 
läßt sich nichts aussagen. 


Tabelle. R,-Werte der in Hafer und Mais gefundenen Wirkstoffe sowie einiger 
synthetischer Substanzen 











Äthanol- Iso- Iso- Butanol- 4 
- propanol- Farbreaktion 
Lösungsmittel Wasser- | “Wasser- | Propanol- | Wasser- mit 
Ammeniaklammoniak| Wieser [AWE peayticıo, 
| a at ee 0,72 0,50 0,701 0,30 rot 
2. Koleoptil-WS . . . | —0,20** 0,20 0,35 0,15? 
3. Koleoptil-WS ... ~0,80 0,85 0,70 
2. Wurzel-WS. . . . . ~0,35* 0,20 0,15? 
3. Wurzel-WS..... 0,80 0,70 
Mam NO IL... .:. 0,35—0,40| 0,35—0,40 
Ween fg 2. à 0,80 0,80 
Way’ 7-3 .7% 0,15 0,15 
HS nach H,0,-Behand- 
EIER TEN 0,60 0,60 
Tryptophan ..... 0,34 0,25 0,14 gelb-blau- 
au 
Indol-Acetamid . . . . 0,86 0,85 0,90 0,74 schmutzig- 
violett 
I-Acetonitril . . . . . 0,95 0,99 0,94 0,92 blau-grün- 
violett 
I-Acrylsäure . . . . . 0,71 0,49 0,55 ? 0,17 | dunkelgelb 
5-OH-IES ...... 0,64 0,24 ~0,50 0,06 violett 
(Schwänze!) 
I-Acetylasparaginsäure** | 0,43 0,17 0,01 
Reaktionsprodukte der ; 
Amidierung von I-Ace- 
tylasparaginsäure 
TD TL Le - 0,10 0,09 0,01 violett 
Be inte at shit te 0,28 0,25 0,11 violett 
Be. FEE BOIS 0,40 0,57 0,23 violett 
iin samt eee Le 0,52 0,74 0,39 violett 
+ WERE EEE 0,80 0,89 0,78 violett 

















* Stark schwankende Werte. 
** Die Werte sind übernommen von Raapts u. Söpıng (1957). 
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Zu enstellung von R,-Werten 
In der Tabelle sind die R,-Werte der in Hafer und Mais gefundenen 
"Wirkstoffe zusammengestellt sowie auch diejenigen einiger synthetischer 
Substanzen, die als chemisch der IES verwandte Stoffe möglicherweise 
im Wuchsstoffhaushalt der Pflanze eine Rolle spielen könnten!. 


Zusammenfassung 

Mit Hilfe der Papierchromatographie wurden untersucht: 1. Wäßrige 
Rohdiffusate aus Avena-Koleoptilspitzen einerseits und -Wurzelspitzen 
andererseits; 2. alkoholische Extrakte aus Scutellen gequollener Mais- 
körner. 

Unter Anwendung des Haferzylindertestes und teilweise auch des 
Haferkrümmungstestes wurden im Koleoptilspitzendiffusat bei Chro- 
matographie mit Isopropanol-Wasser-Ammoniak (80 : 15 : 5) drei Wuchs- 
stoffe gefunden, von denen einer offensichtlich identisch ist mit Indolyl- 
essigsäure. Die beiden anderen Wuchsstoffe waren weniger regelmäßig 
zu erfassen; im Zylindertest traten sie durchweg mit zunehmender Test- 
dauer deutlicher in Erscheinung. Bei Benutzung von Butanol-Wasser- 
Ammoniak als Chromatographierflüssigkeit waren nur zwei Maxima in 
der Wirkungskurve des Chromatogramms zu erkennen. Es wird ver- 
mutet, daß ein weiterer Wuchsstoff durch IES überlagert wurde. 

Im Wurzelspitzendiffusat waren der Chromatographie mit dem Iso- 
propanolgemisch zufolge ebenfalls drei Wuchsstoffe vorhanden. Die Ver- 
wendung von Butanol-Wasser-Ammoniak ergab ein den Koleoptil- 
spitzenversuchen entsprechendes Resultat. Es liegt nahe, in beiden 
Organen die gleichen wirksamen Substanzen zu vermuten. 

Bei Benutzung des Isopropanol- und des Butanolgemisches entfaltete 
das Koleoptil- wie das Wurzelspitzendiffusat in der untersten Chromato- 
grammzone (R,0,0—0,1) eine starke Hemmstoffwirkung. Nach Chro- 
matographie mit Äthanol zeigte sich diese am stärksten im Abschnitt 2 
(R,0,1—0,2) bzw. 3. Ausschütteln eines Hemmstoffes mit Chloroform 
war weder aus saurer noch aus alkalischer Lösung möglich. Wahrschein- 
lich handelte es sich wenigstens zum Teil um eine osmotische Hemmungs- 
wirkung auf die Testpflanzen durch Salze. 

Das Koleoptilspitzenrohdiffusat bewirkte häufiger auch eine Hemm- 
stoffwirkung im Chromatogrammabschnitt 9 (R, 0,85). Ein Ausschütteln 
dieses Koleoptilenhemmstoffes mit Chloroform war auch nicht möglich. 

Als beachtenswerte Fehlerquelle bei papierchromatischen Unter- 
suchungen über Wuchs- und Hemmstoffe wurde das Chromatographier- 


1 Für die Herstellung einiger Präparate sei insbesondere den Herren Dr. GRIM- 
MER u. Dr. WALTER vom Chemischen Staatsinstitut Hamburg gedankt. 
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papier erkannt. Im Papier enthaltene Verunreinigungen, die mit der 
Lösungsmittelfront wanderten, bewirkten im allgemeinen eine Wachs- 
tumshemmung im biologischen Test. Ferner zeigten sich im Hafer- 
krümmungstest mit IES-Vorlage reduzierte Krümmungen bei R, 0,4 und 
0,6. Durch Vorreinigen des Papiers ließ sich die frontnahe Hemmung 
weitgehend ausschalten, während dies im zweiten Falle nicht möglich 
war. Die unter solchen Voraussetzungen durchgeführten Versuche 
werden daher nur mit Vorbehalt gewertet. 

Im Maisscutellumextrakt ließen sich bei Chromatographie mit Iso- 
propanol-Wasser (80 : 20) und Isopropanol-Wasser-Ammoniak (80:15:5) 
vier Wuchsstoffe feststellen. Einer davon ist offensichtlich IES. Ein 
weiterer (R, 0,8) ist vielleicht identisch mit einem Wuchsstoff des Hafer- 
keimlings, möglicherweise mit Indolacetamid oder mit Indolacetaldehyd. 

Wurde der Scutellumextrakt vor dem Chromatographieren mit 
30%igem H,O, behandelt, so wurde die IES zerstört, während die übri- 
gen Wuchsstoffe z.T. erhalten blieben. Ferner trat mit großer Regel- 
mäßigkeit ein Hemmstoff auf mit einem R,-Wert um 0,6 in Isopropanol- 
Wasser. Die Wirkung war um so stärker, je höher die Extraktkonzen- 
tration war. Geringere Hemmstoffwirkung zeigten in einigen Fällen auch 
der Chromatogrammabschnitt 2 (R, 0,1—0,2) sowie der Bereich mit dem 
R,-Wert um 0,9. Andeutungsweise traten die letzteren Hemmstoffzonen 
gelegentlich auch ohne H,0,-Behandlung des Extraktes auf. 

Nicht papierchromatographisch zerlegter Scutellumextrakt zeigte 
starke Wuchsstoffwirksamkeit. Nach Behandlung mit Perhydrol wirkten 
derartige Extrakte im allgemeinen wachstumshemmend. 

Es wurde untersucht, wieweit sich synthetische Indolylessigsäure 
durch H,O, zerstören läßt. Dabei zeigte sich, daß bei Anwendung eines 
genügend hohen Überschusses an Perhydrol die Wuchsstoffwirkung 
völlig und irreversibel aufgehoben wird. 


Dem Direktor des Staatsinstituts für Allgemeine Botanik Hamburg, Herrn 
Prof. Dr. W. Mevıvs, danke ich für die Bereitstellung eines Arbeitsplatzes und alle 
damit verbundenen Unterstützungen. Das Thema stellte mir Herr Prof. Dr. H. Sö- 
DING. Ihm gilt mein besonderer Dank für sein stets bewiesenenes Interesse an 
meiner Arbeit und für seine zahlreichen, wertvollen Anregungen und Hinweise. 
Herzlich danken möchte ich ferner Fräulein Dr. E. RAADTS, die mich in die Arbeits- 
methodik einführte und mich darüber hinaus stets mit ihrem Rat unterstützte. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich für die finanzielle Unterstützung, 
die sie mir für einen Teil der Arbeit gewährte. 
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